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1 Einleitung und Zielstellung 
Milch dient der Versorgung neugeborener Säugetiere mit allen lebensnotwendigen 
Nährstoffen, wie Proteinen, Fetten, Kohlenhydraten, Vitaminen und Mineralstoffen. 
Insbesondere die Proteingruppe der Caseine, die in der Milch zum Großteil zu Caseinmicellen 
assoziiert vorliegen, stellen essentielle Aminosäuren bereit und transportieren große Mengen 
Calcium und Phosphor (Fox, 2008; Horne, 2008). Neben der Bedeutung als erste 
Nahrungsquelle für Neugeborene haben sich Milch und Milchprodukte zu einem der 
wichtigsten Handels- und Verarbeitungsgüter entwickelt. In Deutschland ist vorrangig der 
Konsum von Kuhmilch verbreitet. Zunehmend wird aber auch die Milch von Büffel, Schaf 
und Ziege direkt oder verarbeitet konsumiert (Fox, 2008; Töpel, 2016). Dabei unterscheidet 
sich die Zusammensetzung der Milch zwischen den verschiedenen Tierarten zum Teil 
beträchtlich. Diese Unterschiede betreffen nicht nur die Anteile der Hauptnährstoffe, sondern 
insbesondere auch die Eigenschaften und die Zusammensetzung der Caseinmicellen (Fox, 
2008). 
Die Eigenschaften und die Stabilität gegenüber äußeren Einflüssen wurden für bovine 
Caseinmicellen in der Literatur bereits ausführlich diskutiert (Horne, 1984; Banon & Hardy, 
1992; Needs et al., 2000; O’Connell et al., 2001; Huppertz et al., 2004). Über die Micellen 
anderer Tierarten lagen zu Beginn der Untersuchungen hingegen kaum Informationen vor. 
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die Caseinmicellen aus der Milch der 
wiederkäuenden Paarhufer Kuh, Büffel, Schaf, Ziege und Kamel und der 
nicht-wiederkäuenden Unpaarhufer Pferd und Esel sowie aus Humanmilch bezüglich Größe, 
Struktur, Zusammensetzung und Stabilität zu charakterisieren und daraus Erkenntnisse zum 
tierartspezifischen Micellaufbau abzuleiten. Die Auswahl der Tierarten begründet sich zum 
einen durch die unterschiedliche Zusammensetzung der Milch und zum anderen durch die 
Verfügbarkeit in Deutschland. Für die Untersuchung der Caseinmicellen war es zunächst 
notwendig, eine Methode zur Isolierung und Resuspendierung der Caseinmicellen zu 
etablieren. Calcium und Phosphor liegen in der Milch zu zirka zwei Drittel in den 
Caseinmicellen gebunden vor (Gaucheron, 2005). Der Einfluss von Calcium auf die Stabilität 
der Micellen verschiedener Tierarten sollte mit dem Calciumkomplexbildner Ethylenglycol- 
bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsäure (EGTA) untersucht werden. Darüber sollten 
Informationen hinsichtlich der tierartspezifischen Bedeutung des Calciums für den 
Zusammenhalt der Partikel sowie Anhaltspunkte zu möglichen Calciumbindungsformen 
gewonnen werden. 
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Caseinmicellen eignen sich, neben dem natürlichen Transport von Aminosäuren und 
Mineralstoffen, als Nanotransporter für bioaktive Substanzen wie Vitamin D2 (Semo et al., 
2007), β-Carotin (Sáiz-Abajo et al., 2013), Curcumin (Sahu et al., 2008) oder Triclosan 
(Roach et al., 2009). Auch die Möglichkeit bovine Micellen mit dem antibakteriellen Enzym 
Lysozym zu beladen konnte gezeigt werden (de Roos et al., 1998; Anema & de Kruif, 2013). 
Da zu Beginn der Untersuchungen keine Daten zu Caseinmicellen anderer Tierarten verfügbar 
waren, sollte zunächst die Stabilität der Micellen und die Effektivität der Beladung mit 
Lysozym beurteilt werden. Aufgrund der Fähigkeit der Caseinmicellen sich in der 
Pellikelschicht auf Zahnoberflächen anzulagern (Vacca Smith & Bowen, 2000), könnten 
Lysozym-haltige Micellen perspektivisch im zahnmedizinischen Bereich zur Verbesserung 
der Mundhygiene eingesetzt werden. Voraussetzung hierfür ist jedoch der Erhalt der 
antibakteriellen Wirkung des Lysozyms bei einer Assoziation mit den Caseinmicellen. Hierzu 
lagen zu Beginn der Untersuchungen keine Erkenntnisse vor, weshalb in der vorliegenden 
Arbeit die Wirksamkeit der Lysozym-haltigen Caseinmicellen der verschiedenen Säugetiere 
sowohl in vitro als auch in orientierenden Untersuchungen in Bakterien erfasst werden sollte. 
Neben der Funktionalisierung der Caseinmicellen durch den Einbau bioaktiver Substanzen, 
können die Partikel auch chemisch modifiziert werden. Eine Möglichkeit stellt hierbei die 
Glykierung dar. Glykierungsreaktionen zwischen den Carbonylgruppen reduzierender Zucker 
und Aminosäureseitenketten wurden für nicht-micellare Caseine bereits in einer Vielzahl an 
Studien untersucht (Zin El-Din & Aoki, 1993; Morales & van Boekel, 1996; Pellegrino et al., 
1999; Lima et al., 2009; Akıllıoğlu & Gökmen, 2014). Dabei wurde gezeigt, dass sowohl in 
flüssigen als auch in trockenen Modellansätzen vor allem die frühe Phase der 
Maillard-Reaktion abläuft, wohingegen Produkte der späten Phase nur in geringen Mengen 
gebildet werden. Über den Einfluss der micellaren Anordnung der Caseine auf die 
Glykierungsreaktionen war jedoch nur wenig bekannt. Ein weiteres Ziel der vorliegenden 
Arbeit war deshalb, zunächst ein Modellsystem zur reproduzierbaren Glykierung von 
Caseinmicellen mit Lactose und Glucose zu etablieren. Anschließend sollten in den 
Inkubationsansätzen Markersubstanzen der frühen und späten Phase der Maillard-Reaktion 
quantifiziert sowie die Proben hinsichtlich hitze- und Maillard-induzierter 
Proteinquervernetzungen untersucht werden. Zur besseren Beurteilung der Auswirkungen der 
micellaren Struktur sollte Natrium-Caseinat, als Modell für nicht-micellares Casein, in 
gleicher Weise behandelt werden. Für Aussagen zu möglichen strukturellen Veränderungen 
der Caseinmicellen, wurden die Größe der Partikel und die Oberflächenstruktur im Verlauf 
der Erhitzung näher betrachtet. Um den Einfluss der Glykierung auf die Stabilität der 
Micellen bei einem Calciumentzug zu beurteilen, wurde zudem das Verhalten gegenüber dem 
Calciumkomplexbildner EGTA untersucht. 
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2 Hintergrund und Wissensstand 
 2.1 Bedeutung der Milch 
Milch ist das flüssige Sekret weiblicher Säugetiere, welches in den Milchdrüsen zur 
Versorgung des Neugeborenen und zum Aufbau des Organismus gebildet wird und alle 
lebensnotwendigen Nährstoffe, wie Proteine, Fette und Kohlenhydrate in leicht verdaulicher 
Form enthält. Neben den Grundnährstoffen beinhaltet Milch eine Vielzahl von 
Mikrobestandteilen, wie Oligosaccharide, Immunglobuline, metallbindende Proteine, Enzyme 
und Vitamine, die für die Entwicklung und das Wachstum des Neugeborenen essentiell sind. 
Von besonderer Bedeutung für die Entwicklung der Zähne und Knochen sind verschiedene 
Mineralstoffe, wobei vor allem Calcium und Phosphor eine entscheidende Rolle spielen. 
Diese Mineralstoffe werden in großen Mengen mit Hilfe der Milchproteine transportiert und 
im Gastrointestinaltrakt des Neugeborenen freigesetzt. (Fox, 2008; Horne, 2008) 
Neben der Bedeutung als erste Nahrungsquelle für Säugetiere, sind Milch und daraus 
hergestellte Produkte bereits seit mehr als 8000 Jahren v. Chr. in vielen Regionen der Welt 
eine der Hauptkomponenten der menschlichen Ernährung. Aufgrund dessen hat sich die 
Milch bis heute zu einem der wichtigsten Handels- und Verarbeitungsgüter entwickelt. Die 
Milchproduktion beträgt weltweit 600 × 10
6
 t/a, wobei vor allem Kuhmilch mit einem 
Marktanteil von 85 % eine besondere industrielle Bedeutung einnimmt. Zunehmend wird 
auch die Milch anderer Wiederkäuer, wie Büffel (11 %), Schaf (2 %) und Ziege (2 %) direkt 
oder in verarbeiteter Form konsumiert. Die Anteile an Stuten-, Esel-, Kamel-, Yak- und 
Rentiermilch sind bisher nur sehr gering, variieren jedoch regional stark. Vor allem Kamel-, 
Stuten- und Eselmilch gelten als gute Alternative zur Ernährung von Säuglingen bei 
Humanmilchmangel oder Allergien gegen Kuhmilchproteine. (El-Agamy, 2007; Fox, 2008) 
 
 2.2 Milch verschiedener Säugetierarten 
Säugetiere (lat. Mammalia) werden in die drei verschiedenen Unterklassen der Ursäuger, 
Beutelsäuger und höheren Säugetiere eingeteilt. Die Unterklasse der höheren Säugetiere, auch 
Plazentatiere genannt, zeichnet sich gegenüber anderen Tierklassen vor allem dadurch aus, 
dass ihre Nachkommen lebend geboren und nach der Geburt mit Muttermilch, die in den 
Milchdrüsen gebildet wird, ernährt werden. Taxonomische Ordnungen der höheren Säugetiere 
sind unter anderem Paarhufer, Unpaarhufer und Primaten. Bei den meisten Paarhufern handelt 
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es sich um Wiederkäuer, zu denen beispielsweise Kuh, Büffel, Schaf und Ziege zählen. Auch 
Kamele sind als Paarhufer wiederkäuend, werden aber aus biologischer Sicht nicht der 
Unterordnung der Wiederkäuer zugeordnet, da ihr Verdauungstrakt aus nur drei, statt der 
typischen vier Mägen, besteht. Der Ordnung der Unpaarhufer gehören zum Beispiel Pferd und 
Esel an und ein Vertreter der Primaten ist der Mensch. Beide Ordnungen zählen zu den 
Nicht-Wiederkäuern. (Held, 2005; Wehner & Gehring, 2007) 
Die Hauptbestandteile der Milch aller Säugetiere sind Wasser, Lactose, Lipide und Proteine, 
die in ihrer Konzentration in Abhängigkeit von der Tierart stark schwanken. Aber auch 
innerhalb einer Tierart können deutliche Schwankungen in Abhängigkeit von Rasse, 
Laktationsstadium, Alter und Gesundheitszustand des Tieres auftreten. Besonders auf den 
Protein- und Fettgehalt der Milch hat zudem die jahreszeitlich unterschiedliche Weide- und 
Stallfütterung einen großen Einfluss. Allgemein steht das Ausmaß der natürlichen 
Konzentrationsschwankungen im Zusammenhang mit der Partikelgröße. So schwankt 
beispielsweise das Milchfett (100 - 10000 nm), mit einer hohen Teilchengröße, deutlich 
stärker als Lactose (1 nm) oder Salze (0,5 nm), mit einer geringen Teilchengröße. (Belitz et 
al., 2001; Töpel, 2016) 
In Tab. 1 ist die durchschnittliche Zusammensetzung der Milch verschiedener Säugetiere 
angegeben. 
 
Tab. 1: Zusammensetzung der Milch verschiedener Säugetiere (Belitz et al., 2001; Töpel, 2016) 
Tierart Wasser                Protein Fett Lactose Asche 
 [%] Casein [%] Molkenprotein [%] [%] [%] [%] 
Kuh 87 2,6 0,6 4,0 4,6 0,7 
Büffel 82 3,2 0,6 7,4 4,8 0,8 
Schaf 81 3,9 0,7 7,2 4,8 0,9 
Ziege 86 2,6 0,6 4,5 4,3 0,8 
Kamel 87 2,7 0,9 4,0 5,0 0,8 
Stute 89 1,3 1,2 1,9 6,2 0,5 
Esel 89 1,0 1,0 1,4 7,4 0,5 
Mensch 88 0,4 0,5 4,5 7,1 0,2 
 
Über die Ursachen für die unterschiedliche Zusammensetzung der Milch verschiedener 
Säugetiere gibt es bisher nur Vermutungen. Da Milch für das Neugeborene zunächst die 
einzige Nahrungsquelle darstellt, wird angenommen, dass die Zusammensetzung optimal an 
die Nährstoffbedürfnisse des Nachwuchses angepasst ist. Ein direkter Zusammenhang 
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zwischen der Milchzusammensetzung und der physiologischen Geburtsreife wurde jedoch 
widerlegt. So werden die Nachkommen der Ordnungen Paarhufer und Unpaarhufer in einem 
ähnlichen Reifestatus geboren, die Zusammensetzung der Milch beispielsweise von Kuh und 
Pferd unterscheidet sich jedoch erheblich. Auf der anderen Seite ist die Milch von 
Unpaarhufern der von Primaten sehr ähnlich, obwohl sich die Reifestadien bei der Geburt 
sehr stark voneinander unterscheiden. Für einige Tierarten konnte eine indirekte Korrelation 
zwischen den Kalorien, die über Proteine aufgenommen werden und der Zeit, die sie zur 
Verdopplung des Geburtsgewichts benötigen, gefunden werden. Ein Kalb verdoppelt sein 
Gewicht innerhalb von 50 Tagen und nimmt dabei Milch mit einem Proteingehalt von 3,6 % 
auf. Im Vergleich dazu benötigt ein menschlicher Säugling etwa 180 Tage zur Verdopplung 
des Geburtsgewichts, wobei der Proteingehalt in Humanmilch lediglich 1,6 % beträgt. Dieser 
Zusammenhang lässt sich jedoch nicht auf Säugetierarten, die in arktischen Regionen oder im 
Meer leben übertragen, da diese ihre Energie hauptsächlich über das Milchfett beziehen, um 
schnell eine Fettschicht gegen den Wärmeverlust aufzubauen. Allgemein kann der Fettgehalt 
der Milch, der vor allem zur Deckung des Energiebedarfs dient, mit der jeweiligen 
Lebensraumtemperatur der Tiere in Verbindung gebracht werden. Zum Beispiel weist die 
Milch von Rentieren, als typischer Vertreter kälterer Klimazonen, mit 18 % Fett einen 
deutlich höheren Fettgehalt auf als Stuten- oder Eselmilch mit 1 - 2 % Fett. Diese Tiere haben 
ihren Ursprung vor allem in südlichen, wärmeren Ländern. (Jenness, 1974; Hinde & Milligan, 
2011) 
Als weitere Gründe für die unterschiedliche Milchzusammensetzung werden die 
Laktationsdauer und die Abstände zwischen der Nahrungsaufnahme diskutiert. Bei Tierarten 
mit einer kurzen Laktationsperiode ist der Energie- und Nährstoffgehalt der Milch deutlich 
höher als bei Tierarten mit langen Laktationsperioden. Beispielsweise weist die Milch von 
Robben bei einer Laktationsdauer von nur vier Tagen mit einem Fettgehalt von 61 % 15-mal 
mehr Fett auf als Kuhmilch bei einer Laktationsdauer von 300 Tagen. Das gleiche lässt sich 
bei größeren Abständen zwischen den Stillperioden und extrem kurzen Stillzeiten von nur 
wenigen Sekunden, wie bei Delphinen oder Blauwalen, beobachten. Bei Tierarten deren 
Nachkommen ihre Mutter Tag und Nacht begleiten und somit regelmäßig säugen können, 
oder bei Tierarten mit sehr langen Laktationsperioden, wie Primaten oder Elefanten, weist die 
Milch einen deutlich höheren Wasser- und somit geringen Energiegehalt auf. Dies ist 
notwendig, damit die körperlichen Reserven der Mutter nicht zu schnell aufgebraucht werden. 
(Hambræus & Lönnerdal, 2003; Hinde & Milligan, 2011) 
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 2.3 Bestandteile der Milch verschiedener Säugetiere 
Milch ist eine polydisperse Flüssigkeit, die mehrere hundert verschiedene organische und 
anorganische Verbindungen enthält. Die Inhaltsstoffe liegen in drei unterschiedlichen, 
feinverteilten Struktureinheiten vor: 
 emulgierte Phase, zu der die Fettkügelchen zählen 
 kolloidale Phase, in der die Caseinmicellen, globuläre Serumproteine, Lipoproteine 
und kolloidal gelöste Salzkomplexe zusammengefasst werden 
 molekular disperse Phase, die die gelösten Milchinhaltsstoffe, wie Lactose, 
anorganische und organische Salze, Peptide und wasserlösliche Vitamine umfasst 
Die dispergierten Struktureinheiten sind dabei nicht untereinander verbunden und frei 
beweglich (Töpel, 2016). 
Im Folgenden sollen die einzelnen Inhaltsstoffe näher erläutert werden. 
 
2.3.1 Nicht-Protein-Bestandteile 
Wasser 
Wasser ist der Hauptinhaltsstoff der Milch der meisten Säugetierarten. Neben der Versorgung 
des Neugeborenen mit Flüssigkeit, dient Wasser als Lösungsmittel für die Milchsalze, 
Proteine und Lactose und ist somit entscheidend für die Eigenschaften und Stabilität der 
Milch. Weiterhin ist Wasser an einer Vielzahl chemischer Reaktionen beteiligt und vor allem 
für die technofunktionellen Eigenschaften der Milchproteine von besonderer Bedeutung. 
(Fox, 2008) 
 
Lactose 
Lactose ist das charakteristische Kohlenhydrat der Milch und setzt sich aus den 
β-1,4-glykosidisch-verknüpften Monosacchariden β-D-Galactose und α-D-Glucose 
zusammen. Sie kommt in nahezu allen Milcharten vor und deckt den Kohlenhydratbedarf des 
Neugeborenen in den ersten Lebenswochen. Lactose ist zudem zu mehr als einem Drittel für 
den osmotischen Druck der Milch, der isotonisch mit Blut ist, verantwortlich. Weiterhin wird 
eine Verbesserung der Absorption von Calcium aus der Milch durch den Milchzucker 
diskutiert. Aus technologischer Sicht ist Lactose Ausgangsstoff für die Milchsäurebildung 
und zur Herstellung fermentierter Milchprodukte von Bedeutung, aber auch Ursache für die 
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geringe Haltbarkeit bei mikrobiellem Befall. Als reduzierender Zucker ist Lactose bei der 
Erhitzung von Milchprodukten außerdem einer der reaktiven Komponenten der 
Maillard-Reaktion und trägt somit zur Farb- und Aromabildung bei. (Jenness, 1974; Fox, 
2008; Park et al., 2013) 
 
Milchfett 
Milchfett liegt in Form von Fettkügelchen mit einer Größe von 3 - 6 µm vor und stellt somit 
die größte Struktureinheit in der Milch dar. Die Hauptlipidkomponenten bei allen Säugetieren 
sind mit 97 bis 98 % die Triacylglyceride. Diese bilden zusammen mit Isoprenoiden und 
Fettbegleitstoffen den Kern der Fettkügelchen. Umgeben wird dieser von einer 
Fettkügelchenhüllenmembran, die sich aus Phospholipiden und Glykoproteinen 
zusammensetzt und den emulgierten Zustand der Milch ermöglicht. (Töpel, 2016)  
 
Milchsalze 
Obwohl sie mit 0,2 - 0,7 % den geringsten Anteil der Hauptinhaltsstoffe in der Milch 
verschiedener Säugetiere ausmachen, sind Milchsalze von entscheidender Bedeutung für die 
ernährungsphysiologischen und technologischen Eigenschaften der Milch. Die Gesamtgehalte 
und die Zusammensetzung der Milchsalze verschiedener Säugetiere sind in Abb. 1 dargestellt.  
Es fällt allgemein auf, dass der Salzgehalt in der Milch von Wiederkäuern deutlich höher ist 
als von Nicht-Wiederkäuern. Eine mögliche Ursache hierfür könnte das größere 
Kochsalzbedürfnis der Wiederkäuer sein, da sie in den roten Blutkörperchen beträchtliche 
Natriummengen speichern (Bethe et al., 1928). Den Bedarf an Mineralstoffen kann das 
Jungtier zunächst ausschließlich über die Aufnahme der Milch decken. Die Salzionen gehen 
dabei in den Milchdrüsen direkt aus dem Blut in die Milch über. Obwohl Milch und Blut 
isotonisch sind, ist die Konzentration der einzelnen Salze in den Flüssigkeiten sehr 
unterschiedlich. Zum Beispiel wird Calcium zu 100 % aus dem Blut in die Milch abgegeben, 
während die Konzentrationen an Natrium und Chlorid im Blut höher sind. Es wird deshalb 
von gut regulierten Filtermechanismen in den Epithelzellen der Milchbildungszellen 
ausgegangen, die die Zusammensetzung der Milch bestimmen. In Kamelmilch kann der 
Chloridgehalt aufgrund des bevorzugten Verzehrs stark salzhaltiger Pflanzen beispielsweise 
sehr hoch sein. Die hohen Chloridgehalte stellen für Kamelkälber, aufgrund sehr langer 
Henle-Schleifen in den Nieren, jedoch kein Problem dar. Diese ermöglichen eine extrem 
starke Wasserresorption und eine Aufkonzentrierung des Harns auf das Achtfache. Allgemein 
werden die geringeren Salzgehalte in der Milch der Nicht-Wiederkäuer auch in Bezug mit der 
renalen Ausscheidung diskutiert, da ein direkter Zusammenhang zwischen der Länge des 
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dünnen Abschnittes der Henle-Schleifen und der Fähigkeit zur Aufkonzentrierung des Harns 
besteht. Im Vergleich zu den Wiederkäuern sind diese zum Beispiel beim Menschen sehr 
kurz. (Bethe et al., 1929; Marshall & Hughes, 1973; Khaskheli et al., 2005; Hickman et al., 
2008; Park et al., 2013)  
 
 
Abb. 1: Gesamtgehalte und Salzzusammensetzung der Milch verschiedener Säugetierarten (Holt & 
Jenness, 1984; Farah & Ruegg, 1989; de la Fuente et al., 1997; Khaskheli et al., 2005; Park et al., 
2007; Ahmad et al., 2008; Al haj & Al Kanhal, 2010; Salimei & Fantuz, 2012) 
 
Die Salze liegen in der Milch in unterschiedlichen Löslichkeitsformen und 
Bindungsverhältnissen vor. Sie können als freies Ion, echt gelöstes Ionenpaar, echt gelöster 
Komplex, kolloidal gelöster Komplex, an Makromoleküle gebunden oder als Bestandteil der 
Caseinmicellen vorhanden sein. Während die Ionen Na
+
, K
+
, Cl
-
 sowie SO4
2-
 nahezu 
vollständig als hydratisierte Ionen in der Milch vorliegen, sind nur 34 % des Calciums, 67 % 
des Magnesiums und 43 % des Phosphors echt gelöst. Vor allem Calcium kommt in allen 
genannten Löslichkeitsformen vor, wie in Tab. 2 ersichtlich ist. (Fox, 2008; Töpel, 2016) 
 
Tab. 2: Löslichkeitsformen des Calciums in der Milch (Töpel, 2016); CCP - kolloidales 
Calciumphosphat 
freies 
Ion 
gelöster 
Ionenverband 
gelöster 
Salzkomplex 
kolloidal 
gelöster 
Komplex 
an 
Makromolekül 
gebunden 
bindender 
Bestandteil der 
Caseinmicellen 
Ca
2+
 Ca
2+
 HPO4
2-
 Ca-Citrat [Ca3(HPO4)2]x Ca-Caseinat Ca9(PO4)6 (CCP) 
 
Die in der Milch enthaltene Menge an Calcium würde die Löslichkeitsprodukte einiger 
Calciumverbindungen, besonders das des Calciumhydrogenphosphats, deutlich überschreiten. 
Mensch
Esel
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*
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Ein großer Teil des Calciums muss deshalb an Makromoleküle gebunden und in die 
Caseinmicellen integriert sein. In den Caseinmicellen sind zwei Drittel des Gesamtcalciums 
an Phosphat immobilisiert. Das sogenannte kolloidale Calcium ist eine Mischung aus 
Calcium, das an die Phosphoserinreste der Caseine gebunden ist und Calcium, das zusammen 
mit anorganischem Phosphat kolloidales Calciumphosphat bildet. Der Calciumgehalt 
korreliert direkt mit dem Gehalt an Caseinen in der Milch der verschiedenen Säugetierarten, 
weshalb Milch von Wiederkäuern, welche reich an Casein ist, auch höhere Calciummengen 
aufweist als die von Nicht-Wiederkäuern. In Humanmilch sind lediglich 6 % des 
Gesamtcalciums an Caseine gebunden (Fransson & Lönnerdal, 1983). Die verschiedenen 
Calciumphosphatverbindungen sind für die Stabilität der Caseinmicellen und somit auch für 
die Stabilität der Milch von enormer Bedeutung. Das „Salzsystem der Milch“ befindet sich in 
einem dynamischen Gleichgewicht, dessen Verschiebung eine Destabilisierung der 
Strukturelemente zur Folge haben kann. (Gaucheron, 2005; Fox, 2008; Töpel, 2016)  
Die Salzkonzentration unterliegt im Verlauf der Laktationsperiode starken Veränderungen. 
Besonders zu Beginn und am Ende der Laktation sind die Konzentrationen an Calcium, 
Magnesium, Phosphor, Chlorid, Natrium und Citrat erhöht. Zusammen mit Lactose sind die 
Milchsalze, vor allem Natrium und Kalium, für den osmotischen Druck der Milch 
verantwortlich, wobei ein indirekter Zusammenhang zwischen dem Lactose- und dem 
Salzgehalt besteht. So weist Humanmilch mit einem Lactosegehalt von 7,1 % einen deutlich 
geringeren Salzgehalt auf, als beispielsweise Ziegenmilch mit einem Lactosegehalt von nur 
4,3 %. (Park et al., 2013; Töpel, 2016) 
 
2.3.2 Milchproteine 
Milchproteine dienen der Versorgung des Neugeborenen mit essentiellen Aminosäuren sowie 
Schwefel und Phosphor und decken den Proteinbedarf in den ersten Lebenswochen. Sie sind 
gut verdaulich, leicht resorbierbar und werden in Caseine und Molkenproteine unterschieden. 
Dabei zählen laut Definition die Proteine zu den Caseinen, welche bei einem pH-Wert von 4,6 
ausgefällt werden können, wohingegen die Molkenproteine bei diesem pH-Wert in Lösung 
verbleiben. Die Anteile beider Proteingruppen unterscheiden sich zwischen den 
verschiedenen Säugetierarten. Allgemein überwiegen bei Wiederkäuern die Caseine mit zirka 
80 % im Vergleich zu den Nicht-Wiederkäuern, die einen Caseinanteil von nur 40 - 65 % 
aufweisen. (Belitz et al., 2001; Töpel, 2016) 
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2.3.2.1 Molkenproteine 
Die Fraktion der Molkenproteine besteht hauptsächlich aus α-Lactalbumin, β-Lactoglobulin, 
Serumalbumin, Immunglobulinen und Minorproteinen, wie Lactoferrin und Lysozym. Die 
ersten beiden Proteine repräsentieren dabei mit 80 % den Hauptanteil. Molkenproteine sind 
aufgrund ihrer globulären Struktur sehr hitzeempfindlich und beginnen bereits bei 70 °C zu 
denaturieren. Die ausgeprägte globuläre Struktur erhalten sie vor allem durch einen geringen 
Prolin- und einen hohen Cysteingehalt. Der hohe Anteil an Cystein und essentiellen 
Aminosäuren bewirkt eine höhere biologische Wertigkeit im Vergleich zu Caseinen, weshalb 
Molkenproteine eine potente Quelle für bioaktive Peptide darstellen. (Fox, 2008; Töpel, 2016) 
 
α-Lactalbumin 
Der Anteil des α-Lactalbumins an den Molkenproteinen beträgt bei Kuhmilch 20 %, während 
es in Humanmilch mit zirka 60 % das Hauptprotein darstellt. α-Lactalbumin zeichnet sich 
durch den höchsten Tryptophangehalt aller Nahrungsproteine aus und ist als Bestandteil des 
Enzyms Lactosesynthetase an der Bildung von Lactose in der Milchdrüse beteiligt. Weiterhin 
ist α-Lactalbumin ein Metalloprotein, welches an seine Asparaginsäurereste ein Caliumion 
pro Molekül bindet. Die Bindung des Calciums ist dabei entscheidend für die Faltung und 
Struktur des α-Lactalbumins und verantwortlich für eine erhöhte Hitzestabilität im Vergleich 
zur calicumfreien Form. (Uniacke-Lowe et al., 2010; Töpel, 2016) 
 
β-Lactoglobulin 
β-Lactoglobulin ist das Hauptmolkenprotein in der Milch von Wiederkäuern und kommt 
ebenfalls bei den Nicht-Wiederkäuern Stute und Esel vor. Human- und Kamelmilch besitzen 
hingegen kein β-Lactoglobulin. Aufgrund der stark ausgeprägten globulären Struktur ist das 
Protein sehr hitzeempfindlich. Bei einer Hitzedenaturierung entfaltet sich das Protein, 
wodurch eine freie Thiolgruppe des Cysteins nach außen tritt. Diese kann sich mit anderen 
freien Cysteinresten zu Disulfidbrücken verbinden. Die biologische Funktion des Proteins ist 
bislang nicht vollständig geklärt, es wird jedoch unter anderem eine Rolle bei der 
Vitaminaufnahme diskutiert. So ist β-Lactoglobulin in der Lage, ein Molekül Retinol je 
Proteinmolekül zu binden und dadurch das Vitamin vor Oxidation zu schützen. (Fox, 2008; 
Töpel, 2016) 
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Minorproteine – Lysozym und Lactoferrin 
Lysozym und Lactoferrin übernehmen vor allem in der Milch von Nicht-Wiederkäuern 
antimikrobielle Funktionen und schützen das Neugeborene vor Infektionen. In Kuhmilch 
kommen diese Proteine nur in Spuren vor, weshalb hier besonders Immunglobuline für die 
Bakterienabwehr verantwortlich sind (Malacarne et al., 2002). Die Konzentration der 
antimikrobiellen Substanzen ist besonders in der Kolostralmilch erhöht. (Töpel, 2016) 
Lysozym wird auch als 1,4-β-N-Acetylmuramidase bezeichnet und ist in der Lage, die 
glykosidischen Bindungen der Zellwandbestandteile gram-positiver Bakterien zu spalten. Der 
genaue Mechanismus zur Bakterieninaktivierung ist in Kapitel 2.6.1 näher erläutert. 
Gram-negative Bakterien vermag das Protein nicht anzugreifen, da diese zusätzlich von einer 
schützenden Zellmembran umgeben sind. Besonders in Stuten- und Eselmilch ist Lysozym 
mit einer Konzentration von 0,8 - 3,8 g/L die hauptsächliche antimikrobiell wirksame 
Substanz. (Uniacke-Lowe et al., 2010; Šarić et al., 2014) 
Lactoferrin ist ein eisenbindendes Glycoprotein, welches pro Molekül zwei Fe(III)-Ionen 
binden kann und in Humanmilch mit den höchsten Konzentrationen bis 2,5 g/L vorkommt. 
Aufgrund der eisenbindenden Eigenschaften wirkt Lactoferrin bakteriostatisch, da es den 
Bakterien für das Wachstum essentielles Eisen entzieht. Neben dieser Wirkung ist das Protein 
in der Lage, die Bakterienmembran zu destabilisieren. Weiterhin wird die Anregung bakteri-
eller Transportproteine diskutiert, die ein Einschleusen von schädigenden Stoffen in die 
Bakterienzelle ermöglichen. (Malacarne et al., 2002; Kukovics & Németh, 2013; Töpel, 2016)  
Ellison & Giehl (1991) schlagen eine synergistische Wirkung zwischen Lysozym und 
Lactoferrin zur Bekämpfung gram-negativer Bakterien vor. Demnach bindet Lactoferrin an 
Oligosaccharide der äußeren Bakterienmembran, wodurch in der Membran Poren geöffnet 
werden. Durch diese kann das Lysozym in das Bakterium eindringen und so die 
glykosidischen Bindungen der Peptidoglycanschicht in der Zellwand hydrolysieren. Aufgrund 
dieses synergistischen Effekts können sowohl gram-positive als auch gram-negative Bakterien 
inaktiviert werden. 
 
2.3.2.2 Caseine 
Caseine gehören zur Familie der Phosphoproteine, werden in der Milchdrüse gebildet und als 
große kolloidale Aggregate, sogenannte Caseinmicellen, sekretiert. Lediglich 5 % der Caseine 
liegen in Milch in freier Form vor. Aufgrund ihrer elektrophoretischen Mobilität werden sie in 
αS1-, αS2-, β- und κ-Caseine unterschieden. Bei αS1-, αS2- und β-Casein handelt es sich um 
Calcium-sensitive Proteine, wohingegen κ-Casein in Gegenwart von Calcium nicht ausgefällt 
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werden kann. Die Phosphorylierung der Proteine erfolgt posttranslational im Golgi-Apparat 
der Epithelzellen des Milchdrüsengewebes vor allem an Serin, seltener an Threonin, innerhalb 
der Aminosäuresequenz Serin/Threonin-X-Y unter Beteiligung von Caseinkinasen. X kann 
dabei eine beliebige Aminosäure darstellen, während Y eine saure Aminosäure ist. Je 
nachdem ob Y ein Glutamyl- oder Aspartylrest oder ein phosphorylierter Serin- oder 
Threoninrest ist, wird von einer primären oder sekundären Phosphorylierung gesprochen. Die 
phosphorylierten Aminosäuren kommen auf den Proteinen meist in Gruppen, sogenannten 
Clustern vor. Besonders die Phosphoserylgruppen haben dadurch eine hohe Affinität vor 
allem zu Calcium, aber auch zu Magnesium, weshalb Caseine neben der Versorgung des 
Neugeborenen mit Aminosäuren auch zum Transport von Mineralstoffen in der Milch 
beitragen. Der Phosphorylierungsgrad unterscheidet sich deutlich zwischen den einzelnen 
Caseinfraktionen und hat aufgrund der Calciumbindung einen großen Einfluss auf die 
Formierung der Caseinmicellen. Calcium ist entscheidend an der Assoziation der 
Caseinmonomere über die Phosphoserinreste, als hydrophile Strukturbestandteile, zu 
Caseinmicellen beteiligt. Die Proteine weisen sehr hohe Prolingehalte auf, weshalb sie in 
einer offenen Struktur vorliegen und nicht in der Lage sind, eine Sekundär- oder 
Tertiärstruktur auszubilden. Im Gegensatz zu Molkenproteinen sind sie deshalb sehr 
hitzestabil. Caseine werden allgemein als hydrophobe Proteine betrachtet, da die hydrophoben 
Aminosäurereste aufgrund der fehlenden Sekundär- und Tertiärstruktur frei liegen und somit 
für eine hohe Oberflächenhydrophobizität sorgen. Die hydrophoben und hydrophilen 
Aminosäurereste sind in den Molekülen jedoch nicht gleich verteilt, sodass Caseine zum Teil 
eine amphiphile Struktur aufweisen. (Ginger & Grigor, 1999; Swaisgood, 2003; Fox, 2008) 
Abb. 2 zeigt die Zusammensetzung der Caseine in der Milch verschiedener Säugetierarten.  
 
 
Abb. 2: Prozentuale Caseinzusammensetzung der Milch verschiedener Säugetierarten; dargestellt sind 
jeweils die Mittelwerte der Gehalte (Pellegrini et al., 1994; Kappeler, 1998; Malacarne et al., 2002; 
Miranda et al., 2004; Moatsou et al., 2008; Uniacke-Lowe et al., 2010; Salimei & Fantuz, 2012; 
Ahmad et al., 2013; Constanzo, 2013) 
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Die Gene zur Expression der bovinen Caseine liegen alle zusammen auf dem Chromosom 6 
in einer 200 kB großen Region in der Reihenfolge αS1-, β-, αS2- und κ-Casein. Diese 
Reihenfolge konnte auch in allen bisher bekannten Säugetiergenomen, sogar bereits bei der 
Gattung der Schnabeltiere, festgestellt werden. Aus diesem Grund wird angenommen, dass 
die Genexpression bei allen Säugetieren über einen ähnlichen Mechanismus verläuft. 
Aufgrund der großen Anzahl von Allelen und dem damit verbundenen genetischen 
Polymorphismus, sowie den posttranslationalen Modifikationen der Proteine, kommen die 
Caseine sowohl zwischen den verschiedenen Tierarten als auch innerhalb einer Rasse in einer 
Vielzahl verschiedener Variationen vor. (Sheehy et al., 2008) 
Im Folgenden sollen die einzelnen Caseine näher erläutert werden. Da die Caseine der 
Kuhmilch bislang am detailliertesten untersucht sind, werden die grundlegenden 
Eigenschaften anhand dieser vorgestellt und für alle anderen Tierarten die charakteristischen 
Abweichungen genannt.  
In Tab. 3 sind die molaren Massen, die Anzahl der Aminosäuren sowie die enthaltenen 
Phosphoserinreste der Caseine der verschiedenen Säugetierarten zusammengefasst. 
 
Tab. 3: Molare Massen, Aminosäureanzahl sowie enthaltene Phosphoserinreste der Caseine 
verschiedener Säugetierarten (Kappeler, 1998; Ginger & Grigor, 1999; Swaisgood, 2003; Park et al., 
2007; D’Ambrosio et al., 2008; Fox, 2008; Holland, 2008; Al Haj & Al Kanhal, 2010; Chianese et al., 
2010; Uniacke-Lowe et al., 2010; Salimei & Fantuz, 2012; Constanzo, 2013) 
 Kuh Büffel Schaf Ziege Kamel Stute Esel Mensch 
αS1-Casein         
   Molare Masse [kDa] 23,0 22,8 22,7 22,7 25,3 24,6 24,4 20,1 
   Aminosäureanzahl 199 199 199 199 215 205 202 170 
   Phosphoserinreste 8 6 - 8 10 11 6 2 - 8 5 - 7 4 
αS2-Casein         
   Molare Masse [kDa] 24,3 24,4 24,7 24,7 21,3 23,8 26,0 nicht 
vor-
handen 
   Aminosäureanzahl 207 207 208 208 178 199 221 
   Phosphoserinreste 10 - 13 10 - 13 17 16 9  10 - 12 
β-Casein         
   Molare Masse [kDa] 23,6 23,6 23,3 23,3 24,6 25,5 25,5 23,8 
   Aminosäureanzahl 209 209 207 207 217 226 226 211 
   Phosphoserinreste 4 - 5 1 - 5 0 - 7 5 3 3 - 7 5 - 7 0 - 5 
κ-Casein         
   Molare Masse [kDa] 19,0 19,1 19,1 19,1 18,2 18,8 18,5 18,2 
   Aminosäureanzahl 169 169 171 171 162 165 162 162 
   Phosphoserinreste 2 - 3 2 - 3 2 2 2 2  1 
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αS1-Casein 
αS1-Casein zählt zu den Calcium-sensitiven Proteinen und fällt als Monomer bei den in der 
Milch vorherrschenden Calciummengen aus. In Kuhmilch enthält die dominierende Form B 
acht Phosphorylierungen, von denen sich sieben Phosphoserinreste als Cluster im 
Sequenzabschnitt 41 - 80 befinden. Durch 12 zusätzliche Carboxylgruppen entsteht an dieser 
Stelle ein sehr ausgeprägter polarer, negativ geladener Bereich. Dieser trennt zwei 
hydrophobe Abschnitte, jeweils am C- und N-Terminus des Moleküls, voneinander ab. Da für 
die vorliegende Arbeit, im Hinblick auf Untersuchungen zur Maillard-Reaktion, auch die in 
den Proteinen der Kuhmilch enthaltenen Lysinreste von Bedeutung sind, soll jeweils an 
entsprechender Stelle kurz auf diese eingegangen werden. Bovines αS1-Casein enthält in 
seiner Aminosäuresequenz 14 Lysinreste, wovon 10 in den beiden hydrophoben Regionen 
und nur vier im polaren Bereich lokalisiert sind. (Swaisgood, 2003; Fox & Kelly, 2004) 
Die Sequenzübereinstimmung des αS1-Caseins aus Büffelmilch beträgt, verglichen mit dem 
aus Kuhmilch, 94,5 % (D’Ambrosio et al., 2008). 
In Schaf- und Ziegenmilch kommt das Protein in einer größeren Anzahl genetischer 
Varianten vor. In Abhängigkeit der genetischen Variante kann die αS1-Casein-Konzentration 
bei diesen Säugetieren sehr unterschiedlich sein. In Schafmilch wurden bislang 10 
verschiedene Isoformen identifiziert, bei denen der αS1-Casein-Gehalt zwischen 0 und 26 %, 
bezogen auf das Gesamtcasein, schwankt. Auch in Ziegenmilch synthetisieren zwei der 13 
bekannten Allele kein αS1-Casein, wohingegen acht Allele das Protein in hohen Gehalten 
(3,5 g/L), zwei in mittleren Gehalten (1,1 - 1,7 g/L) und zwei in niedrigen Gehalten (0,45 g/L) 
bilden. Das Protein ist in Schaf- und Ziegenmilch stärker phosphoryliert als in Kuhmilch 
(Park et al., 2007; Fox, 2008). 
In Kamelmilch (Dromedar), wie auch in der Milch von Nicht-Wiederkäuern, kommt das 
αS1-Casein im Vergleich zu Kuhmilch (38 %) nur mit einem Anteil von 21 % vor und ist 
somit Stuten- und Humanmilch deutlich ähnlicher. Je nach Rasse, Herkunft und 
Laktationsperiode kann der Gehalt jedoch sehr stark schwanken. Die Aminosäuresequenz 
weist im Vergleich zum bovinen Gegenstück eine Ähnlichkeit von 60,3 % auf. In Bezug auf 
die Aminosäurezusammensetzung sind sich die Proteine sehr ähnlich. Nur der Prolingehalt ist 
in allen Kamel-Caseinen etwas erhöht, verglichen mit denen aus Kuhmilch. Aufgrund des 
höheren Prolingehaltes wird die Sekundärstruktur noch mehr destabilisiert als bei den bovinen 
Caseinen. (Kappeler, 1998; Al Haj & Al Kanhal, 2010) 
αS1-Casein aus Stutenmilch weist eine geringfügig höhere molare Masse als bovines 
αS1-Casein auf und zeigt eine Sequenzhomologie von 43,3 % zu diesem. Die genetische 
Hauptform enthält sechs potentielle Phosphorylierungsstellen, von den fünf sehr dicht 
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beieinander liegen. Dieses Phosphorylierungszentrum ist für die Struktur der Caseinmicellen 
von großer Bedeutung. (Uniacke-Lowe et al., 2010; Salimei & Fantuz, 2012) 
In Eselmilch ist die Hauptform des αS1-Caseins an 5 - 7 Serinresten phosphoryliert 
(Constanzo, 2013). 
αS1-Casein aus Humanmilch ist deutlich kleiner als das der anderen Tierarten. Eine 
Sequenzhomologie zu bovinem αS1-Casein liegt zu 31,9 % vor. Im Gegensatz zu allen 
anderen Arten enthält humanes αS1-Casein drei Cysteinreste, mit denen es über zwei Reste 
eine intramolekulare Disulfidbrücke und über den freien Rest eine intermolekulare 
Disulfidbrücke mit κ-Casein ausbilden kann. Der Phosphorylierungsgrad des Proteins ist 
deutlich geringer als bei allen anderen vorgestellten Säugetierarten. In humanem αS1-Casein 
sind keine stark ausgeprägten hydrophoben Bereiche am N-Terminus zu erkennen. Insgesamt 
zeigt das Protein jedoch eine stärkere Hydrophobizität als bovines αS1-Casein. (Uniacke-Lowe 
et al., 2010; Salimei & Fantuz, 2012; Constanzo, 2013)  
 
αS2-Casein 
Das αS2-Casein stellt das hydrophilste Casein dar. In Kuhmilch erhält es seine hydrophilen 
Eigenschaften durch drei Cluster aus anionischen Phosphoseryl- und Glutamylresten, welche 
sich in den Aminosäurebereichen 8 - 12, 56 - 63 und 129 - 133 befinden. Außerdem besitzt es 
zwei relativ hydrophobe Abschnitte in der Aminosäuresequenz von 90 - 120 und 160 - 207, 
wobei der C-terminale Abschnitt eine positive Ladung aufweist. Aufgrund der negativen 
Ladung am N-Terminus weist das Protein einen Dipolcharakter auf, wodurch es extrem 
sensitiv auf Ionenstärken reagiert. Besonders der N-Terminus ist anfällig für hohe 
Konzentrationen an Protonen oder Calcium. Das αS2-Casein ist unter den Caseinen das am 
stärksten phosphorylierte. Neben den Phosphorylierungen weist αS2-Casein mit der Bildung 
einer intramolekularen Disulfidbrücke zwischen zwei Cysteinresten eine weitere 
posttranslationale Modifikation auf. Die Funktion dieser Disulfidbrücke konnte bislang nicht 
hinreichend geklärt werden, es wird jedoch ein Beitrag zur Caseinmicellstabilität vermutet. 
Neun der 24 enthaltenen Lysinreste befinden sich in den hydrophoberen Bereichen, während 
der Rest in den polareren Regionen lokalisiert ist. (Swaisgood, 2003; Fox, 2008; Holland, 
2008)  
Die Primärsequenz des αS2-Caseins in Büffelmilch ist dem bovinen Protein zu 95,2 % 
homolog und mit diesem somit nahezu identisch (D’Ambrosio et al., 2008). 
In Schaf- und Ziegenmilch wird αS2-Casein analog zu αS1-Casein durch verschiedene Allele 
synthetisiert, die sich durch die Bildung unterschiedlicher Mengen des Proteins auszeichnen. 
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Somit ist in der Milch der Tiere je nach genetischer Variante ein hoher Gehalt, aber auch das 
Fehlen von αS2-Casein möglich. Das Protein besitzt in Schaf- und Ziegenmilch die meisten 
potentiellen Phosphorylierungsstellen. (Park et al., 2007) 
αS2-Casein in Kamelmilch ist deutlich leichter als der bovine Vertreter. Die genetische 
Hauptform weist neun Phosphoserinreste auf, weshalb der Phosphorylierungsgrad geringer ist 
als bei den Wiederkäuern. Die geringere Phosphorylierung resultiert aus der kürzeren 
Primärsequenz des Kamel-αS2-Caseins, wodurch das Phosphoserincluster im 
Sequenzabschnitt 56 - 63 verloren geht. Das Fehlen dieses Clusters könnte Auswirkungen auf 
die Micellmenge und deren Stabilität haben. (Kappeler, 1998) 
In Stutenmilch konnte die vollständige Aminosäuresequenz des αS2-Caseins bislang nicht 
aufgeklärt werden. Das Vorhandensein des Proteins wurde jedoch nachgewiesen und ein 
Gehalt von 1,4 % bezogen auf das Gesamtcasein bestimmt (Uniacke-Lowe et al., 2010). 
αS2-Casein in Eselmilch kommt ebenfalls in einer Vielzahl genetischer Varianten vor, die sich 
durch unterschiedliche Konzentrationen des Proteins auszeichnen. Die Sequenz-
übereinstimmung des αS2-Caseins aus Eselmilch beträgt mit dem bovinen Casein 60 % und 
für das equine αS2-Casein konnte eine 89 %ige Übereinstimmung gefunden werden. 
(Chianese et al., 2010; Constanzo, 2013) 
In Humanmilch konnte bislang kein αS2-Casein nachgewiesen werden (Uniacke-Lowe et al., 
2010). 
 
β-Casein 
β-Casein stellt das hydrophobste Casein dar. Es besitzt einen ausgeprägt negativ geladenen 
N-Terminus, der die anionischen Phosphoserincluster trägt und einen großen, stark 
hydrophoben C-terminalen Bereich. Aufgrund dessen hat das Molekül einen amphiphilen 
Charakter und zeigt eine hohe Oberflächenaktivität. Im Vergleich zu den anderen Caseinen 
weist β-Casein einen deutlich höheren Prolingehalt auf, woraus die starke Hydrophobizität 
des Proteins resultiert. Die gleichmäßige Verteilung dieser Aminosäure über das Molekül 
behindert zudem die Ausbildung größerer sekundärstrukturierter Bereiche. Weiterhin neigt 
β-Casein bei höheren Temperaturen durch die Verstärkung hydrophober Wechselwirkungen 
zur Selbstassoziation. In Kuhmilch enthält das Protein vier bis fünf Phosphoserinreste, die 
sich alle am negativ geladenen N-Terminus befinden. Somit ist β-Casein deutlich geringer 
phosphoryliert als die αS-Caseine, weshalb es eine geringere Calcium-Sensitivität aufweist. 
Bovines β-Casein enthält in seiner Aminosäuresequenz 11 Lysinreste, wovon sich wiederum 
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nur vier am negativ geladenen N-Terminus befinden. (Swaisgood, 2003; Fox, 2008; Holland, 
2008) 
β-Casein in Büffelmilch weist eine Sequenzhomologie von 96,2 % zu bovinem β-Casein auf. 
Das Protein ist mit ein bis fünf Phosphoserinresten geringer phosphoryliert als β-Casein 
anderer Wiederkäuer. (D’Ambrosio et al., 2008) 
β-Casein aus Schaf- und Ziegenmilch kommt in verschiedenen genetischen Varianten vor, 
die sich vor allem in der Anzahl der Phosphorylierungen aber auch im β-Casein-Gehalt 
unterscheiden. In Schafmilch wurden Isoformen mit null bis sieben Phosphorylierungen 
identifiziert. Caprines β-Casein ist mit fünf Phosphoserinresten dem bovinen Casein sehr 
ähnlich, besitzt aber zusätzlich noch einen phosphorylierten Threoninrest. Zudem wurde ein 
β-Casein-Null-Allel identifiziert. Das Fehlen des Proteins wird technologisch in 
Zusammenhang mit einer längeren Dicklegungszeit und einem weicheren Käsebruch 
gebracht. (Park et al., 2007; Holland, 2008) 
In Kamelmilch, wie auch in der Milch der Nicht-Wiederkäuer, ist β-Casein das Hauptcasein 
und kommt mit einem Anteil von 65 % in deutlich größeren Mengen vor als mit 36 % in 
Kuhmilch. Mit nur drei Phosphoserinresten ist β-Casein aus Kamelmilch noch geringer 
phosphoryliert als das aus Kuhmilch. (Kappeler, 1998) 
β-Casein aus Stutenmilch besitzt je nach Isoform zwischen drei und sieben 
Phosphorylierungen. Die Sequenz des equinen β-Caseins ist zu 60,5 % homolog mit β-Casein 
aus Kuhmilch. (Uniacke-Lowe et al., 2010; Salimei & Fantuz, 2012) 
In Eselmilch weist die genetische Hauptform des β-Caseins sechs oder sieben 
Phosphoserinreste auf und ist somit stärker phosphoryliert als zum Beispiel bovines oder 
equines β-Casein. Mit dem β-Casein dieser beiden Tierarten liegt eine Sequenzhomologie von 
49 bzw. 90 % vor. (Chianese et al., 2010; Constanzo, 2013) 
β-Casein aus Humanmilch weist eine Sequenzübereinstimmung mit bovinem β-Casein von 
56,5 % auf. Die genetischen Isoformen sind an null bis fünf Serinresten phosphoryliert. 
(Uniacke-Lowe et al., 2010; Salimei & Fantuz, 2012) 
 
κ-Casein 
κ-Casein nimmt sowohl aufgrund seiner abweichenden genetischen Abstammung als auch 
aufgrund struktureller Unterschiede eine Sonderstellung unter den Caseinen ein. Da das 
Protein nur geringfügig phosphoryliert ist und die Phosphatreste im Molekül gleichmäßig 
verteilt sind, ist es nicht in der Lage Phosphoserincluster auszubilden. Aus diesem Grund 
kann κ-Casein nur eine sehr geringe Menge Calcium binden, weshalb es unter dessen Einfluss 
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nicht denaturiert. Statt der posttranslationalen Phosphorylierung steht bei κ-Casein die 
Glykosylierung der Serin- und Threoninreste im C-terminalen Bereich im Vordergrund. Dabei 
werden Threoninreste in der Nähe von Arginin, Lysin, Threonin oder Prolin bevorzugt 
glycosyliert, während Isoleucin die Glycosylierung hemmt (Kappeler, 1998). Die gebundenen 
Kohlenhydrate setzen sich dabei aus Galactose, N-Acetylgalactosamin und N-Acetyl-
neuraminsäure zusammen und bilden meist Tri- oder Tetrasaccharide aus. Die Struktur lässt 
sich in zwei Bereiche unterteilen, einen hydrophoben N-terminalen Abschnitt (para-κ-Casein) 
und einen polaren C-terminalen Bereich (Glycomacropeptid). Durch das Enzym Chymosin, 
das einige Säugetiere in ihren Mägen enthalten, kann das Protein in die beiden Abschnitte 
gespalten werden. Eine Funktion des κ-Caseins ist es, die Calcium-sensitiven Caseine in Form 
von Caseinmicellen zu stabilisieren. Durch die Abspaltung des Glycomacropetids geht diese 
Eigenschaft verloren und die Caseinmicellen fallen aus. Weiterhin besitzt κ-Casein, wie auch 
αS2-Casein, Cysteinreste über die es Disulfidbrücken ausbilden kann. (Swaisgood, 2003)  
In Kuhmilch enthält das Protein zwei bis drei Phosphoserinreste und trägt bis zu sechs 
Glycanketten. Bovines κ-Casein wird, wie auch das anderer Wiederkäuer, durch Chymosin 
zwischen Phe
105
 und Met
106
 gespalten, weshalb das Glycomakropeptid (GMP) hier eine 
deutlich kürze Aminosäuresequenz aufweist als das para-κ-Casein. κ-Casein aus Kuhmilch 
enthält zwei Cysteinreste mit denen es über die Bildung von Disulfidbrücken Oligomere bis 
hin zu Oktameren bilden kann. κ-Casein besitzt, im Vergleich zu den anderen Caseinen, mit 
neun Lysinresten die geringste Anzahl dieser Aminosäure. Sechs Lysinreste sind dabei im 
hydrophoben para-κ-Casein lokalisiert und drei befinden sich im Abschnitt des 
Glycomacropeptids. (Ginger & Grigor, 1999; Swaisgood, 2003; Fox, 2008; Holland, 2008) 
In Büffelmilch zeigt das κ-Casein, wie auch die anderen Caseine, mit 94,5 % eine sehr große 
Sequenzhomologie mit dem bovinen Protein. Die verschiedenen genetischen Varianten 
weisen die gleichen Phosphatgehalte, aber unterschiedliche Glycosylierungsgrade auf. 
(D’Ambrosio et al., 2008; Ahmad et al., 2013) 
Für κ-Casein aus Schaf- und Ziegenmilch konnte bislang kein genetischer Polymorphismus 
nachgewiesen werden, es wurden jedoch Isoformen mit unterschiedlichen Glycosylierungs- 
und Phosphorylierungsgraden identifiziert. Zusätzlich zu den genannten Zuckern, ist das 
Protein in Schafmilch mit N-Glycolylneuraminsäure glycosyliert. Im Vergleich zu bovinem 
κ-Casein sind ovines und caprines Glycomacropeptid, vermutlich aufgrund der stärkeren 
Phosphorylierung, geringer glycosyliert. (Ginger & Grigor, 1999; Park et al., 2007) 
In Kamelmilch ist das κ-Casein etwas kleiner als das bovine Protein und zeigt mit diesem 
eine Sequenzübereinstimmung von 73,8 %. Die Glycosylierung des κ-Caseins aus 
Kamelmilch erfolgt vor allem am C-terminalen Ende, während die Zucker in bovinem 
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κ-Casein gleichmäßiger über das Glycomacropeptid verteilt sind. Im Gegensatz zu κ-Casein 
aus Kuhmilch wird das aus Kamelmilch durch Chymosin zwischen den Aminosäuren Phe
97
 
und Ile
98
 gespalten. Verglichen mit anderen Säugetierarten weist Kamelmilch geringe Gehalte 
an κ-Casein auf (Abb. 2). (Kappeler, 1998; Al Haj & Al Kanhal, 2010) 
κ-Casein aus Stutenmilch ist dem bovinen zu 57,4 % homolog. Mit einem Anteil von nur 
1,8 % kommt es in deutlich geringeren Mengen vor als in Kuhmilch. Der C-Terminus des 
equinen κ-Caseins ist, verglichen mit bovinem κ-Casein, weniger hydrophil. Dies ist auf das 
Fehlen des stark hydrophilen Bereichs zwischen den Aminosäuren 110 und 120 
zurückzuführen. Zusätzlich hat das equine Protein eine positive Nettoladung, während das 
bovine eine negative Nettoladung zeigt. Wie κ-Casein aus Kamelmilch wird auch das aus 
Stutenmilch stammende Protein durch Chymosin zwischen Phe
97
 und Ile
98
 gespalten. Das 
dabei abgespaltene GMP ist fünf Aminosäurereste länger als bovines GMP. (Uniacke-Lowe et 
al., 2010; Salimei & Fantuz, 2012)  
Im κ-Casein aus Eselmilch können bis zu zwölf Threoninreste und somit deutlich mehr als in 
Kuhmilch, glycosyliert werden. Aufgrund der großen Menge an Glycosylierungsstellen ist 
eine Vielzahl von Isoformen möglich, weshalb die Quantifizierung des Proteins mit derzeit 
üblichen Techniken schwierig ist. Wie auch bei Kamel und Stute erfolgt die Spaltung durch 
Chymosin zwischen Phe
97
 und Ile
98
. (Constanzo, 2013) 
κ-Casein aus Humanmilch weist eine Sequenzhomologie von 53,2 % gegenüber bovinem 
κ-Casein auf. Verglichen mit anderen Säugetieren enthält Humanmilch sehr viel κ-Casein. 
Wie das equine Protein trägt es eine positive Nettoladung. Humanes κ-Casein zeichnet sich 
durch einen besonders hohen Glycosylierungsgrad aus, sodass die Kohlenhydratreste einen 
Anteil von bis zu 55 % des Gesamtgewichts ausmachen können (vgl. Kuh 10 %). Die 
Zuckerreste können, neben den bereits für bovines κ-Casein genannten, zusätzlich noch aus 
Fucose und N-Acetylglucosamin bestehen. κ-Casein aus Humanmilch enthält, im Vergleich 
zu allen anderen betrachteten Säugetieren, nur einen Cysteinrest, sodass es intramolekular 
keine Disulfidbrücke ausbilden kann. Die Spaltung des Proteins durch Kälber-Chymosin 
erfolgt zwischen den Aminosäuren Phe
105
 und Leu
106
. (Ginger & Grigor, 1999; Fox, 2008; 
Uniacke-Lowe et al., 2010; Salimei & Fantuz, 2012) 
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 2.4 Caseinmicellen 
Die in Kapitel 2.3.2.2 vorgestellten Caseine liegen in der Milch zu 95 % als kolloidale 
Partikel, den sogenannten Caseinmicellen (CM), vor. Die biologische Funktion der 
Caseinmicellen liegt in der Versorgung des Neugeborenen mit Aminosäuren und großen 
Mengen an Calcium und Phosphor sowie dem gleichzeitigen Schutz der Milchdrüsen vor 
einer pathologischen Calcifizierung (Holt et al., 2013). Bovine Caseinmicellen weisen eine 
Größe von 50 - 500 nm, mit einem mittleren Durchmesser von 150 nm, auf und zeigen ein 
Molekulargewicht zwischen 10
3
 und 3 × 10
6
 kDa. Aufgrund ihrer Größe sind die 
Caseinmicellen in der Lage, sichtbares Licht zu streuen und sorgen dadurch zum 
überwiegenden Teil für die weiße Farbe der Milch. In einem Milliliter Kuhmilch kommen 
dabei 10
14
 - 10
16
 Micellen vor, die bei dem pH-Wert der Milch von 6,7 eine negative 
Oberflächenladung tragen und mit 3,7 g Wasser/g Protein sehr stark hydratisiert sind. Die 
Trockenmasse der Caseinmicellen besteht zu zirka 94 % aus Protein und zu 6 % aus 
niedermolekularen Spezies, welche zusammengefasst als kolloidales Calciumphosphat (CCP) 
bezeichnet werden. Dieses besteht hauptsächlich aus Calcium und Phosphat sowie in geringen 
Mengen aus Magnesium, Citrat und Spuren weiterer Elemente. (Fox & McSweeney, 2003) 
Die genaue Zusammensetzung der Trockenmasse boviner Caseinmicellen zeigt Tab. 4. 
 
Tab. 4: Zusammensetzung der Trockenmasse boviner Caseinmicellen (Schmidt, 1982) 
Caseine [g/100 g Trockensubstanz] Salze [g/100 g Trockensubstanz] 
αS1-Casein 35,6 Calcium 2,9 
αS2-Casein 9,9 Phosphat 2,9 
β-Casein 33,6 Magnesium 0,1 
κ-Casein 11,9 Natrium 0,1 
Minorkomponenten 2,3 Kalium 0,3 
  Citrate 0,4 
 
Die Assoziation der Caseinmonomere in den Caseinmicellen erfolgt hauptsächlich über 
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen hydrophoben Peptidsequenzen der Caseine, über 
Wasserstoffbrückenbindungen sowie über Calciumphosphatbrücken, die durch elektro-
statische Anziehungskräfte zwischen den negativ geladenen Phosphoserinresten und dem 
CCP entstehen. Nach McMahon & Oommen (2008) liegt das CCP in Form 4,8 nm großer 
Calciumphosphat-Nanocluster vor. Diese können bei der Micell-Synthese in kurzer Zeit vier 
bis fünf Caseinmonomere binden. Dabei findet eine Bindung der Phosphoserincluster der 
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Proteine an die Calcium-Phosphat-Nanocluster statt, während sich die hydrophoben Bereiche 
entgegengesetzt zu den Nachbarproteinen orientieren (McMahon & Oommen, 2008).  
Allgemein gilt das Vorhandensein der Calciumphosphat-Nanocluster in den Caseinmicellen 
heute als weitgehend bestätigt. So konnten beispielsweise Marchin et al. (2007) und 
McMahon & Oommen (2008) mit Hilfe der Cryo-Transmissionselektronenmikroskopie 
(Cryo-TEM) und der Bestimmung der Elektronendichte Bereiche mit unterschiedlicher 
Intensität in den Caseinmicellen identifizieren. Regionen mit einer hohen Elektronendichte 
charakterisierten sie dabei als CCPs. Nach diesen Untersuchungen weisen die CCPs eine 
Größe zwischen 2,5 und 4,8 nm auf und sind gleichmäßig in der Micelle verteilt. Der Abstand 
zwischen den einzelnen CCPs konnte dabei zu 18 nm bestimmt werden (Holt et al., 2003). 
Dieser Abstand ist jedoch zu groß um von einzelnen Proteinen überbrückt zu werden, weshalb 
die Bildung von Calciumphosphat-Protein-Nanoclustern vermutet wird (Horne, 2006). 
Die Struktur der Nanocluster wurde in der Vergangenheit intensiv untersucht. Über die 
Analyse des Mineralstoffgehalts der Caseinmicellen konnte ein Verhältnis von Calcium zu 
anorganischem Phosphor von zirka 1,5, ähnlich dem von Hydroxyapatit (Ca [  |(P  ) ]), 
ermittelt werden. Unter Einbeziehung der organischen Phosphatreste, verringert sich dieses 
Verhältnis allerdings auf etwa 1,0, was eher dem Calciumhydrogenphosphat (Ca P  ) 
entspricht. Auf Grundlage dieser Daten wurde die minimale Zusammensetzung der 
Nanocluster wie folgt bestimmt: jedes Cluster besteht aus vier organischen Phosphaten, an die 
acht anorganische Phosphatanionen und entsprechend zwölf Calciumionen assoziiert sind 
(Horne et al., 2007). Auch Holt et al. (1982) konnten mittels Kristallstrukturanalyse 
bestimmen, dass die Ergebnisse für das Calciumphosphat der Milch denen von Brushit 
(Ca P         ) ähneln. Der Vorschlag einer Brushit-ähnlichen Struktur des CCPs wurde 
jedoch von McGann et al. (1983) kritisiert, da der Einfluss von Citrat auf die Nanocluster 
nicht mit in die Untersuchungen einbezogen wurde. Basierend auf dem Vergleich mit 
Knochen-Hydroxyapatit schlussfolgerten sie, dass micellares Calciumphosphat eher eine 
amorphe als eine kristalline Struktur aufweist. Auch im Hinblick auf die Phosphoserinreste, 
die in die Cluster integriert sind, wird die amorphe Struktur favorisiert, wobei ein genauer 
Nachweis noch nicht erbracht werden konnte. (Horne et al., 2007) 
Über die bisher postulierten Vorstellungen zum Aufbau und zur Bildung der Caseinmicellen 
geben Kapitel 2.4.1 und 2.4.2 Auskunft. 
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2.4.1 Aufbau 
Über den strukturellen Aufbau der Caseinmicellen existieren bislang nur 
Modellvorstellungen, die sich allgemein in drei Modell-Kategorien einteilen lassen: die 
Coat-Core-Modelle, die Submicell-Modelle und die Internal-Structure-Modelle. Erstmals 
postuliert wurden alle Modell-Kategorien parallel in den 60er Jahren. 
 
2.4.1.1 Coat-Core-Modell 
Nach allen Coat-Core-Modellen bestehen die Caseinmicellen aus einem Kern und einem 
umhüllenden Mantel.  
Das erste Modell dieser Kategorie von Noble & Waugh (1965) basiert auf Versuchen zur 
Löslichkeit der Caseine in einer Calcium-Lösung. In Gegenwart von Calcium lagern sich 
αS- oder β-Caseine, die eine geladene Phosphatschleife enthalten, zu einem inneren Kern 
zusammen und werden anschließend von einer leichteren Schicht aus αS-κ-Caseinkomplexen 
umhüllt (Abb. 3a). Das κ-Casein im Mantel der Micelle ist nach außen gerichtet und sorgt 
somit für eine Abstoßung der einzelnen Micellen voneinander. Zudem verhindert die 
Umhüllung des Kerns das weitere Wachstum der Caseinmicelle. Calcium spielt dabei in der 
äußeren Schicht keine Rolle. 
 
a  b 
 
 
 
Abb. 3: Coat-Core-Modelle nach a) Noble & Waugh (1965) und b) Payens (1966), Quelle: 
Phadungath (2005); CCP - kolloidales Calciumphosphat, SH - Thiolgruppe, S-S - Disulfidgruppe 
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Das zweite Modell nach Payens (1966) basiert auf experimentellen Daten zur 
Caseinassoziation und ist in Abb. 3b dargestellt. Nach diesem Modell besteht der Kern aus 
dicht gefalteten αS-Caseinen, die über ein lockeres Netzwerk aus β-Caseinen miteinander 
verbunden sind. Ähnlich wie bei Noble & Waugh (1965) ist die Oberfläche der 
Caseinmicellen mit κ-Casein bedeckt. Im Gegensatz dazu befindet sich das Calciumphosphat 
jedoch sowohl im Inneren der Micelle als auch auf der Oberfläche. 
Parry Jr. & Carroll (1969) versuchten mit Hilfe der Elektronenmikroskopie und mit Eisen- 
markierten κ-Casein-Antikörpern das Protein auf der Oberfläche der Caseinmicellen 
nachzuweisen, konnten jedoch kein κ-Casein finden. Daraus schlussfolgerten sie, dass das 
κ-Casein im Kern der Micelle lokalisiert sein muss, dort als Keimbildungszentrum für αS- und 
β-Caseine fungiert und das Netzwerk durch CCP stabilisiert wird. Die Oberfläche der Micelle 
besteht nach diesem Modell aus αS- und β-Casein und wird ebenfalls durch CCP verbunden. 
Das letzte Modell dieser Kategorie wurde von Paquin et al. (1987) veröffentlicht und basiert 
auf Untersuchungen EDTA-destabilisierter Caseinmicellen. Nach dieser Vorstellung besteht 
der Micellkern aus einem Netzwerk aus αS-Caseinen und CCP, in das β-Caseine über 
hydrophobe Wechselwirkungen integriert sind. Der Kern wird dabei von einem Mantel aus 
αS-, β- und κ-Casein umhüllt. 
 
2.4.1.2 Submicell-Modell 
Nach den Submicell-Modellen sind die Caseinmicellen allgemein aus zahlreichen kleinen 
Untereinheiten, sogenannten Submicellen, aufgebaut.  
Das erste Submicell-Modell wurde von Morr (1967), basierend auf Untersuchungen zum 
Einfluss von Harnstoff und Oxalat auf den Zerfall der Caseinmicellen, vorgeschlagen. 
Demnach bilden αS-, β- und κ-Caseinmonomere kleine einheitliche Submicellen, wobei sich 
αS- und β-Casein im Inneren dieser Einheit befinden und von einer äußeren αS- und κ-Casein-
reichen Schicht umhüllt sind. Die Caseinmonomere in den Submicellen werden über 
hydrophobe Bindungen und Calciumcaseinat-Brücken stabilisiert. Der Zusammenhalt der 
einzelnen Submicellen erfolgt schließlich über kolloidales Calciumphosphat (Abb. 4a). 
Anders als Morr (1967) gehen Slattery & Evard (1973) anhand von Experimenten zum 
Sedimentationsverhalten der Caseinmicellen unter dem Einfluss von Calcium davon aus, dass 
die einzelnen Submicellen eine unterschiedliche Zusammensetzung aufweisen. Einige der 
Untereinheiten bestehen demnach aus αS- und β-Casein, werden über hydrophobe 
Wechselwirkungen miteinander verbunden und befinden sich im Inneren der Micellen. Die 
restlichen Einheiten sind dagegen aus αS-, β- und κ-Casein aufgebaut. Diese κ-Casein-reichen 
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Submicellen befinden sich hauptsächlich an der Oberfläche der Caseinmicellen, wobei das 
hydrophile κ-Casein nach außen gerichtet ist. Das Wachstum der Micelle ist beendet, wenn 
die Oberfläche vollständig mit hydrophilen κ-Casein-Regionen bedeckt ist. 
 
a  b 
 
 
 
Abb. 4: Submicell-Modelle nach a) Morr (1967) und b) Walstra (1990) 
 
Schmidt & Payens (1976) schlagen ein Modell vor, bei dem die Submicellen nur durch 
Calciumphosphat miteinander verbunden sind, die einzelnen Einheiten aber ebenfalls aus 
hydrophoben Kernen bestehen, die von polaren Regionen umhüllt sind. Das κ-Casein befindet 
sich dabei vermutlich an der Oberfläche der Micelle. Schmidt (1980) ergänzte das Modell 
anschließend um die von Slattery & Evard (1973) postulierte unterschiedliche 
Zusammensetzung der Untereinheiten. Von Schmidt (1982) wurde es schließlich noch 
hinsichtlich der anorganischen Phase der Micellbestandteile erweitert. Hierbei wurde 
angenommen, dass das Calciumphosphat in Form von Ca9(PO4)-Clustern die Untereinheiten 
verknüpft.  
Das am meisten akzeptierte Modell dieser Kategorie ist das Modell von Walstra et al. (1984) 
und Walstra (1990), welches in Abb. 4b dargestellt ist. Demnach werden die Caseinmicellen 
aus 12 - 15 nm großen Submicellen gebildet. Diese Untereinheiten bestehen aus 20 - 25 
Caseinmolekülen, die über hydrophobe Wechselwirkungen zusammengehalten werden. Die 
Verknüpfung der Submicellen untereinander erfolgt über CCP, an welchem die 
Phosphatestergruppen der Caseine beteiligt sind. Wie in dem Modell nach Slattery & Evard 
(1973) wird zwischen zwei Submicelltypen unterschieden. Untereinheiten aus αS- und 
β-Casein bilden hydrophobe Bereiche im Zentrum der Micellen, während sich Submicellen 
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aus αS- und κ-Casein, mit den hydrophilen Kohlenhydratresten des κ-Caseins nach außen 
gerichtet, an der Oberfläche der Micellen befinden. Der hydrophile C-terminale Abschnitt des 
κ-Caseins ragt dabei aus der Micelloberfläche heraus und bildet eine ‚hairy layer‘, die eine 
Aggregation der Micellen aufgrund sterischer und elektrostatischer Abstoßung verhindert. 
Als Grundlage für das von Ono & Obata (1989) vorgeschlagene Modell dienten 
Untersuchungen artifizieller Micellen, die aus verschiedenen, mittels GPC isolierten 
Proteinfraktionen hergestellt wurden. Nach diesem Modell besteht der micellare Kern aus 
αS- und β-Casein, wohingegen die Hülle aus äquimolaren Anteilen an αS- und κ-Casein 
zusammengesetzt ist. κ-Casein ist dabei nach außen gerichtet, während αS-Casein als 
Bindeglied zum Kern dient. Die Submicellen werden über kolloidales Calciumphosphat 
miteinander verbunden. 
 
2.4.1.3 Internal-Structure-Modell 
Die Internal-Structure-Modelle basieren hauptsächlich auf den Eigenschaften der isolierten 
Caseinbestandteile, welche die Bildung einer inneren Micellstruktur verursachen und lenken. 
Sie gelten als die derzeit anerkanntesten Vorstellungen zum Aufbau der Caseinmicellen. 
Das erste Modell dieser Kategorie wurde von Rose (1969) vorgeschlagen, wobei 
angenommen wird, dass die endotherme Polymerisation von β-Casein als Grundlage zur 
Bildung der Caseinmicellen dient. Durch die Selbstassoziation der β-Casein-Monomere 
bilden sich kettenförmige Polymere, an welche sich αS-Casein-Moleküle anlagern. Mit diesen 
wiederum interagieren κ-Caseine, wodurch sich Aggregate begrenzter Größe bilden. 
Kolloidales Calciumphosphat verbindet und stabilisiert das Netzwerk aus Caseinen. Dieses 
wird dabei so angeordnet, dass sich β-Casein im Inneren der Micelle und κ-Casein im äußeren 
Bereich der Struktur befinden (Abb. 5a). 
Einen anderen Weg der Caseinassoziation schlagen Garnier & Ribadeau-Dumas (1970) vor. 
Nach diesem Modell besteht die Caseinmicelle aus einem dreidimensionalen porösen 
Netzwerk aus Proteinaggregaten, wobei κ-Casein-Trimere als Knotenpunkte für αS- und 
β-Caseine fungieren. Dem CCP wird keine entscheidende Rolle zugeschrieben. 
Nach Holt (1992) besteht die Caseinmicelle aus einem gelartigen Caseinnetzwerk mit 
CCP-Microgranulaten als Bindeglied zwischen den Phosphatgruppen der Proteine (Abb. 5b). 
Der C-Terminus des κ-Caseins ist auf der  berfläche lokalisiert und bildet eine ‚hairy layer‘. 
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Abb. 5: Internal-Structure-Modelle nach a) Rose (1969), Quelle: Phadungath (2005) und b) Holt 
(1992), Quelle: de Kruif et al. (2012) 
 
Das „dual bonding model“ wird von Horne (1998) vorgeschlagen und ist in Abb. 6 
dargestellt.  
 
 
Abb. 6: Internal-Structure-Modell nach Horne (1998); CCP - kolloidales Calciumphosphat 
 
Die Proteine werden nach diesem Modell in den Caseinmicellen über zwei Bindungstypen 
miteinander verbunden, wobei ein Gleichgewicht zwischen hydrophober Wechselwirkung 
und elektrostatischer Abstoßung besteht. Die hydrophoben Wechselwirkungen stellen die 
treibende Kraft bei der Micellbildung dar, während die elektrostatische Abstoßung das 
Wachstum der Micelle limitiert. αS- und β-Caseine assoziieren zunächst über die hydrophoben 
Bereiche mit sich selbst oder untereinander. Dann bilden die hydrophilen Phosphoserinreste 
dieser Proteine Phosphoserincluster, die durch den Einbau von CCP stabilisiert werden. Die 
Calciumphosphat-Nanocluster werden als Verbindungen innerhalb der Caseinmicellen 
betrachtet und neutralisieren die negativen Ladungen der Phosphoserinreste. Damit werden 
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elektrostatische Abstoßungen reduziert und gleichzeitig hydrophobe Wechselwirkungen 
zwischen den Caseinen verstärkt, wodurch sich noch größere Proteinaggregate bilden können. 
κ-Casein lagert sich ebenfalls über hydrophobe Wechselwirkungen an das Caseinnetzwerk an. 
Aufgrund des Fehlens von Phosphoserinclustern zur Bindung von Calcium sowie weiteren 
hydrophoben Bereichen zur Verlängerung der Caseinkette, wirkt κ-Casein als Endpunkt der 
Polymerisation und begrenzt das weitere Wachstum. 
McMahon & Oommen (2008) erweiterten, basierend auf elektronenmikroskopischen 
Aufnahmen, das dual bonding model. Demnach bilden zwei bis fünf Caseinmoleküle lineare 
oder verzweigte Ketten, die durch die Bindung der Phosphoserincluster der Caseine an 
Calciumphosphat-Nanocluster stabilisiert werden. Diese Calciumphosphat-Casein-Aggregate 
dienen als strukturbildende Stellen, wobei sich die hydrophoben Regionen der Proteine zu den 
Nachbarproteinen orientieren und somit weitere Caseine an das Netzwerk binden können. 
Hydrophobe Wechselwirkungen und Calciumbrücken werden dabei als die dominierenden 
Wechselwirkungskräfte betrachtet, aber auch Wasserstoffbrückenbindungen und andere 
elektrostatische Wechselwirkungen tragen zur Micellstruktur bei. Die Vielfalt verschiedener 
Bindungsmöglichkeiten verleiht der Caseinmicelle eine gewisse Elastizität und Resistenz 
gegenüber Dissoziation bei der Schwächung einer Bindungsform. So verhindern hydrophobe 
Wechselwirkungen in der Umgebung der Calciumphosphat-Nanocluster, die vollständige 
Dissoziation der Micellen bei einer Cluster-Auflösung. Ebenso stabilisieren Calciumbrücken 
und andere elektrostatische Kräfte die Caseinmicellen bei einer Schwächung der hydrophoben 
Wechselwirkungen. Hierdurch wird, beispielsweise bei kühlen Temperaturen oder der Zugabe 
von Harnstoff, die Dissoziation der Caseinmicellen in Casein-Calciumphosphat-Nanocluster-
Aggregate verhindert. (McMahon & Oommen, 2008) 
Dalgleish (2011) kritisiert, dass in keinem der genannten Strukturmodelle die extrem hohe 
Hydratisierung der Caseinmicellen beachtet wird, obwohl nur ein geringer Anteil der 
3 - 4 g Wasser/g Protein als Hydrathülle an der Micelloberfläche gebunden ist. Nach 
Dalgleish (2011) müssen sich 2 - 3 g Wasser/g Protein im Inneren der Micelle befinden. In 
den meisten Micellmodellen werden vor allem die hydrophoben Wechselwirkungen als 
treibende Kraft für den Zusammenhalt der Proteine hervorgehoben. Die hydrophoben 
Wechselwirkungen stehen jedoch im Widerspruch zu der hohen Hydratisierung der 
Caseinmicellen. Besonders die nicht-phosphorylierten Bereiche des αS- und vor allem des 
β-Caseins zeigen einen stark ausgeprägten hydrophoben Charakter, der eine Wasserbindung 
nicht zulässt. Dalgleish (2011) schlussfolgert daraus eine ungleichmäßige Wasserverteilung in 
der micellaren Struktur in Form von Domänen oder Kanälen (Abb. 7a). Vor allem „mobiles“ 
β-Casein, welches bevorzugt bei der Schwächung hydrophober Kräfte aus der Micelle 
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dissoziiert, könnte eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung des Micellinneren spielen. So ist 
es möglich, dass dieses Protein durch die Bindung an die hydrophoben Bereiche der 
Calciumphosphat-Nanocluster, die von den αS-Caseinen gebildet werden, als 
oberflächenaktive Substanz wirksam wird und dadurch die Wasserkanäle im Inneren der 
Micelle stabilisiert. Aus diesen Überlegungen leitet Dalgleish (2011) zwei Möglichkeiten zur 
Beschreibung der Caseinmicelloberfläche ab. Für große Moleküle und andere Caseinmicellen 
ist das Micellinnere nicht erreichbar, weshalb die äußere Schicht aus κ-Casein die einzige 
Kontaktoberfläche für diese Partikel zur Micelle darstellt. Für kleine Moleküle, wie einzelne 
Proteine und Enzyme, stellt dagegen nicht nur die Außenseite der Micelle eine 
Kontaktoberfläche dar, sondern zumindest auch ein Teil des Inneren. Durch die in Abb. 7b 
erkennbaren Vertiefungen wird die Oberfläche für kleine Moleküle stark vergrößert. So 
können zum Beispiel freie Caseinmonomere aus dem Inneren nach außen gelangen, aber 
umgekehrt auch ins Micellinnere penetrieren.  
 
a b 
  
Abb. 7: Internal-Structure-Modell nach Dalgleish (2011) a) schematische Darstellung und 
b) elektronenmikroskopische Aufnahme einer bovinen Caseinmicelle (Dalgleish et al., 2004) 
 
Anhand der in Abb. 7b dargestellten elektronenmikroskopischen Aufnahme stellten 
Dalgleish et al. (2004) zudem fest, dass die Oberfläche der Caseinmicelle aus zylinder- und 
röhrenförmigen Strukturen gebildet wird, die einen Durchmesser zwischen 10 und 20 nm 
aufweisen und aus dem Partikel herausragen. Diese Ausstülpungen können den Eindruck 
„klassischer“ Submicellen wecken. Allerdings sind die Strukturen nicht kugelförmig, sondern 
ähneln vielmehr Röhren oder Zylindern mit halbrunden Endkappen, weshalb es sich nach 
Dalgleish et al. (2004) nicht um Submicellen handeln kann. An den Enden der zirka 40 nm 
langen Ausstülpungen ist vermutlich κ-Casein lokalisiert. Allerdings sind diese 
herausragenden Röhren viel komplexer aufgebaut als die bisher angenommene ‚hairy layer‘. 
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Auch die Tatsache, dass das in der Milch vorhandene κ-Casein nicht ausreichen würde, um 
allein die komplette Micelloberfläche als Kugel zu bedecken, spricht für das Vorliegen des 
Proteins in Form von „bunches“ (Büschel) an den Enden der Ausstülpungen (Dalgleish et al., 
2004). 
 
2.4.2 Bildung 
Wie der Aufbau, konnte auch die Bildung der Caseinmicellen bislang nicht abschließend 
geklärt werden. Im Folgenden wird ein kurzer Überblick über den aktuellen Forschungsstand 
gegeben.  
Die Bildung der Caseinmicellen erfolgt in den Milchbildungszellen (Alveolen) der 
Milchdrüsen (Abb. 8a).  
 
a b 
  
Abb. 8: a) Milchbildungszelle (Alveole) und b) Sekretionszelle einer Milchbildungszelle (Farrell et 
al., 2006) 
 
Während Wasser und Mineralstoffe über Diffusionsprozesse aus dem arteriellen Blut durch 
oder zwischen den Epithelzellen in das Alveolenlumen gelangen, werden die Caseine in den 
Sekretionszellen (Abb. 8b) der Milchbildungszellen aus Aminosäuren synthetisiert. Die 
Aminosäuren werden dabei durch einen aktiven Transport in die Sekretionszellen transportiert 
und in den Ribosomen des rauen Endoplasmatischen Retikulums (ER) zu den entsprechenden 
Proteinen zusammengesetzt. Im Lumen des ER erfolgen bereits erste Casein-Casein-
Interaktionen, wobei vor allem β- und κ-Casein zu einer starken Selbstassoziation neigen. Bei 
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Ziegen, die kein αS1-Casein bilden, konnte dabei gezeigt werden, dass es zu einer 
Anreicherung von unreifen β- und κ-Caseinen im ER kommt und diese nur sehr langsam zum 
Golgi-Apparat transportiert werden. Der optimale Transport der Caseine aus dem ER zum 
Golgi-Apparat ist somit abhängig von αS1-Casein. Das Protein verhindert, vor allem bei 
Tieren mit hohen Caseingehalten, eine zu starke Aggregation von β- und κ-Casein, indem es 
sie zu kleineren Caseinkomplexen zusammensetzt. Die Wechselwirkungen zwischen 
αS1-Casein und den anderen Caseinen und die damit verbundene Bildung dieser Komplexe ist 
notwendig für einen effizienten Transport zum Golgi-Apparat. Im Golgi-Apparat scheinen die 
Caseine dann als vorgeformte runde Komplexe mit einem Durchmesser von 10 nm 
vorzuliegen. Durch eine Calcium-aktivierte membrangebundene Kinase werden die Caseine 
an einigen der Serin- und Threoninreste phosphoryliert sowie das κ-Casein glycosyliert. 
Aufgrund der sehr hohen Calciumkonzentration im Golgi-Apparat, kommt es bei der 
Phosphorylierung der Caseine zur Bindung des Calciums an die Partikel sowie zum Einbau 
von anorganischem Phosphor. Die Caseinmicellen werden dann durch Selbstassoziation der 
Partikel gebildet und anschließend durch Exozytose in das Alveolenlumen sekretiert. Im 
Lumen der Milchbildungszellen sowie in den Milchgängen erfolgt die weitere Reifung der 
Micellen (Chanat et al., 1999; Farrell et al., 2006; Park et al., 2013). 
 
2.4.3 Caseinmicellen verschiedener Säugetiere 
Die Caseine in der Milch verschiedener Säugetiere liegen, wie auch in Kuhmilch, zum 
größten Teil in Form von Caseinmicellen vor, wobei die Ausbildung der micellaren Struktur 
auch hier über die Assoziation der Caseinmonomere erfolgt. Die Caseinmicellen sind sich 
bezüglich ihrer kugelförmigen Gestalt sehr ähnlich, unterscheiden sich jedoch hinsichtlich der 
Größe, der Casein- und Salzzusammensetzung, dem Gehalt an Hydratwasser sowie der 
Beständigkeit gegenüber Verdauungsenzymen zum Teil erheblich. Die Anteile der einzelnen 
Caseinfraktionen in den Micellen sind mit der Verteilung der Caseine in der gesamten Milch 
weitestgehend identisch (vgl. Abb. 2). Vor allem der Gehalt an κ-Casein steht bei allen 
Tierarten in direktem Zusammenhang mit der Micellgröße. Es gilt als allgemein anerkannt, 
dass die Caseinmicellen mit steigender Größe weniger κ-Casein enthalten. Für bovine 
Caseinmicellen konnte bei einem Durchmesser von 60 nm ein κ-Casein-Anteil von 12 % 
ermittelt werden, wohingegen dieser bei einer 150 nm großen Micelle nur noch 4 % betrug. 
(Dalgleish et al., 1989; Töpel, 2016) 
Die Größe der Caseinmicellen wird in der Literatur sehr häufig als eines der 
Hauptunterscheidungskriterien herangezogen und ist für verschiedene Tierarten ausführlich 
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untersucht. Buchheim et al. (1989) konnten zeigen, dass die Caseinmicellen ähnlicher 
Tiergattungen vergleichbare Größen aufweisen. Zum Beispiel zeigen die Raubtiere Hund, 
Katze und Kegelrobbe eine sehr ähnliche Größenverteilung und auch die Unpaarhufer Stute 
und Esel sind sich in ihren Micellgrößen sehr ähnlich. Im Vergleich zu den wiederkäuenden 
Paarhufern Kuh, Büffel und Schaf zeichnen sich die Unpaarhufer zudem durch deutlich 
größere Caseinmicellen aus. Humane Caseinmicellen weisen die mit Abstand geringsten 
Größen auf. Ein Überblick über die mittleren Caseinmicelldurchmesser, der in der 
vorliegenden Arbeit betrachteten Säugetierarten, ist in Tab. 5 dargestellt. 
 
Tab. 5: Mittlere Durchmesser der Caseinmicellen verschiedener Säugetierarten 
Tierart mittlerer Durchmesser [nm] Methode  
Kuh 150 REM (Bornaz et al., 2009) 
 182 DLS (Malacarne et al., 2002) 
 184 DLS (Inglingstad et al., 2010) 
 187 DLS (Tidona et al., 2014) 
Büffel 190 DLS (Ahmad et al., 2013) 
Schaf 180 REM (Bornaz et al., 2009) 
 193 k. A. (Park et al., 2007) 
 210 k. A. (Potočnik et al., 2011) 
Ziege 220 DLS (Inglingstad et al., 2010) 
 255 DLS (Remeuf et al., 1989) 
 260 REM (Bornaz et al., 2009) 
Kamel 280 Cryo-REM (Farah & Ruegg, 1989) 
 380 REM (Bornaz et al., 2009) 
Stute 255 DLS (Malacarne et al., 2002) 
 276 DLS (Uniacke-Lowe, 2011) 
Esel 298 DLS (Tidona et al., 2014) 
Mensch 35 (pH = 6), 63 (pH = 7,5) DLS (Sood et al., 1998) 
 64 DLS (Malacarne et al., 2002) 
REM - Rasterelektronenmikroskopie, DLS - Dynamische Lichtstreuung, k. A. - keine Angabe 
 
Im Folgenden soll auf die charakteristischen Eigenschaften der Caseinmicellen verschiedener 
Säugetiere eingegangen werden. 
Die Caseinmicellen aus Kuhmilch gehören mit einem Durchmesser zwischen 150 und 
190 nm, mit Ausnahme der humanen Micellen, zu den kleineren Vertretern (Tab. 5). Über die 
2 Hintergrund und Wissensstand 
32 
 
Fraktionierung boviner Caseinmicellen mit Hilfe der Differentialzentrifugation, konnte 
gezeigt werden, dass sich Caseinmicellen unterschiedlicher Größe nicht nur hinsichtlich ihres 
κ-Casein-Gehalts, sondern auch bezüglich des Gehalts an β-Casein unterscheiden. Nach 
Dalgleish et al. (1989) verhält sich der β-Casein-Gehalt dabei invers zum Gehalt an κ-Casein. 
Dies bedeutet, dass mit steigender Größe der Gehalt an diesem Protein in den Caseinmicellen 
zunimmt. Der Anteil an αS-Casein ist in Micellen verschiedener Größe weitestgehend 
konstant und wird deshalb nicht im Zusammenhang mit der Micellgröße gesehen (Dalgleish 
et al., 1989).  
Tab. 6 zeigt die Caseinzusammensetzung boviner Micellen unterschiedlicher Größe. 
 
Tab. 6: Zusammensetzung boviner Caseinmicellen unterschiedlicher Größenfraktionen 
(Marchin et al., 2007) 
Fraktion Hydrodynamischer 
Durchmesser [nm] 
αS1-Casein  
[%] 
αS2-Casein  
[%] 
β-Casein  
[%] 
κ-Casein  
[%] 
1 288 35,2 9,1 47,8 7,9 
2 238 36,4 8,1 47,0 8,4 
3 197 36,3 8,3 44,8 10,6 
4 167 35,5 7,7 44,5 12,2 
5 139 34,8 7,9 42,7 14,5 
6 112 33,2 8,2 40,3 18,3 
 
Untersuchungen des Calcium- und Phosphatgehalts unterschiedlich großer Caseinmicellen 
zeigen eine leichte Abnahme des Gehalts an Phosphat mit sinkender Micellgröße, während 
der Calciumgehalt nahezu konstant bleibt (Dalgleish et al., 1989). 
In Büffelmilch sind die Caseinmicellen mit durchschnittlich 190 nm etwas größer als die in 
Kuhmilch. Auch der Gehalt an Caseinmicellen ist im Vergleich zu boviner Milch höher. Dies 
kann zum einen auf den höheren Caseingehalt zurückgeführt werden, aber auch darauf, dass 
in Büffelmilch nahezu das gesamte Casein in kolloidaler Form vorliegt. Mineralstoff-
untersuchungen zeigten zudem deutlich höhere micellare Calcium- und Phosphatgehalte 
(Ahmad et al., 2008). Der größere Micelldurchmesser sowie der höhere Gehalt an kolloidalem 
Calcium werden dabei im Zusammenhang mit einer geringeren Micellhydratisierung 
diskutiert. Es wird davon ausgegangen, dass vor allem aufgrund der größeren Calciummenge 
in den Caseinmicellen weniger Platz für Wassermoleküle ist. Büffelcaseinmicellen weisen 
einen um etwa 18 % niedrigeren Wassergehalt auf als bovine Micellen. (Ahmad et al., 2008, 
2013) 
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Die Caseinmicellen aus Schaf- und Ziegenmilch sind, wie in Tab. 5 ersichtlich, ebenfalls 
größer als die aus Kuhmilch. Schafmilch weist demnach Micellen zwischen 180 und 210 nm 
auf, wobei die Größenverteilung, wie auch bei bovinen Caseinmicellen, sehr schmal ist 
(Buchheim et al., 1989). In Ziegenmilch ist die Verteilungsfunktion der Micellen dagegen 
sehr breit (Buchheim et al., 1989) und die mittleren Durchmesser werden mit 220 bis 260 nm 
angegeben. Die Größe der caprinen Caseinmicellen ist jedoch stark abhängig vom αS1-Casein-
Gehalt der Milch. So weist Ziegenmilch ohne αS1-Casein größere Micellen auf als Milch mit 
hohen αS1-Casein-Gehalten, die vor allem im Bereich von 40 bis 140 nm viele Caseinmicellen 
zeigt (Tziboula & Horne, 1999). Auch die Verteilung der Caseinmonomere in der Micelle ist 
abhängig von der genetischen Variante des αS1-Caseins. Die Variante F des Proteins weist 
keine Phosphoserincluster in ihrer Struktur auf und befindet sich deshalb zusammen mit 
κ-Casein an der Oberfläche der Micelle. Die Phosphoserin-reiche Variante B dagegen ist, 
gebunden an kolloidales Calciumphosphat, im Inneren der Caseinmicelle lokalisiert. Die 
unterschiedliche Caseinmicellzusammensetzung in Ziegenmilch hat jedoch keinen Einfluss 
auf die Gehalte an Calcium und Phosphat. Wie auch bei Büffelmicellen konnte für ovine und 
caprine Caseinmicellen ein inverser Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Mineralstoffen 
und der Hydratisierung beobachtet werden. Da sowohl Schaf- als auch Ziegenmilch größere 
Mengen an kolloidalem Calcium und Phosphat besitzen als Kuhmilch, sind die 
Caseinmicellen der beiden Tierarten weniger stark hydratisiert. Caprine Caseinmicellen 
zeigen zudem eine geringere Hitzestabilität im Vergleich zu bovinen. Als Ursache dafür wird 
der höhere Calcium- und niedrigere Wasseranteil in den Micellen vermutet. (Remeuf et al., 
1989; Tziboula & Horne, 1999; Park et al., 2007) 
Die Caseinmicellen in Kamelmilch weisen mit Durchmessern zwischen 15 und 500 nm eine 
sehr breite Größenverteilung, verglichen beispielsweise mit Kuh- oder Schafmilch, auf. Die 
Verteilungskurven zeigen bei etwa 280 nm ein Maximum und die Micellen mit Durchmessern 
zwischen 125 und 310 nm bestimmen 50 % des Micellvolumens. Somit sind die 
Caseinmicellen deutlich größer als die aus boviner Milch. Als Gründe werden der geringe 
κ-Casein-Anteil von nur 3,5 % (Abb. 2) sowie der hohe micellare Salzanteil genannt. 
Während der Calciumgehalt der Kamelmilch vergleichbar mit dem der Kuhmilch ist, 
unterscheiden sich vor allem die micellaren Anteile von Magnesium, Phosphor und Citrat 
deutlich voneinander. In den Caseinmicellen aus Kamelmilch sind jeweils zwei Drittel 
Magnesium und Phosphor und ein Drittel Citrat micellar gebunden im Vergleich zu zwei 
Fünftel Magnesium, drei Fünftel Phosphor und einem Zehntel Citrat in Kuhmilch. Die 
Caseinmicellen aus Kamelmilch enthalten zudem weniger Casein. Untersuchungen haben 
gezeigt, dass die Größe der Caseinmicellen in direktem Zusammenhang mit dem Verhältnis 
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von Calcium zu Casein steht (Abb. 9). (Farah & Ruegg, 1989; Attia et al., 2000; Kherouatou 
et al., 2003; Bornaz et al., 2009)  
 
 
Abb. 9: Zusammenhang zwischen der Caseinmicellgröße und dem Verhältnis aus Calcium zu 
Casein (CN) in der Milch verschiedener Säugetiere (Bornaz et al., 2009) 
 
Der mittlere Micelldurchmesser für Stutenmilch beträgt etwa 255 nm. Die Struktur der 
Caseinmicellen wird als schwammartig und locker beschrieben. Die lockere Struktur kann 
dabei auf den geringen Anteil an micellarem Calcium und Phosphor zurückgeführt werden. 
Stutenmilch besitzt nur sehr wenig κ-Casein, welches am C-Terminus weniger hydrophil als 
bovines κ-Casein ist und eine positive Nettoladung trägt. Es wird deshalb vermutet, dass sich 
zusätzlich nicht-phosphoryliertes β-Casein zur sterischen Stabilisierung an der 
Micelloberfläche befindet. Der geringe κ-Casein-Anteil und große Micelldurchmesser 
könnten zudem Gründe für die sehr gute Verdaubarkeit der equinen Micellen im Vergleich zu 
bovinen sein. (Ochirkhuyag et al., 2000; Inglingstad et al., 2010; Uniacke-Lowe et al., 2010) 
Die Caseinmicellen aus Eselmilch zeigen eine durchschnittliche Größe von 298 nm, die 
jedoch stark schwankt. Sie zählen somit, wie die Caseinmicellen aus Kamel- und Stutenmilch, 
zu den größten unter den hier betrachteten Säugetieren. Die Größe der Micellen ist dabei 
indirekt proportional zum Laktationszeitpunkt. Für bovine Caseinmicellen konnte ein solcher 
Zusammenhang dagegen nicht beobachtet werden. (Tidona et al., 2014) 
In Humanmilch lassen sich die mit Abstand kleinsten Caseinmicellen finden. Diese weisen 
im Durchschnitt eine Größe von 35 bis 80 nm auf und besitzen von allen hier betrachteten 
Tierarten den höchsten κ-Casein-Anteil. Die Struktur der Caseinmicellen wird als netzartig, 
regelmäßig und aufgrund zahlreicher Kanäle und Vertiefungen, als sehr locker beschrieben. 
Als Ursache der lockeren Struktur werden dabei zum einen der hohe Anteil an gering 
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phosphoryliertem β-Casein und zum anderen auch der hohe Wassergehalt gesehen. Aufgrund 
der lockeren Struktur, die das Eindringen von Verdauungsenzymen begünstigt und vor allem 
aufgrund des hohen β-Casein-Gehalts sind die Micellen sehr anfällig gegenüber einer 
Hydrolyse durch Pepsin. Da β-Casein allgemein sehr Proteolyse-instabil ist, sind 
Caseinmicellen mit einem hohen Anteil an β-Casein leichter verdaubar als die mit niedrigen 
Gehalten. (Sood et al., 1997; Malacarne et al., 2002; Uniacke-Lowe et al., 2010) 
 
2.4.4 Beeinflussung der Caseinmicellstabilität 
Aufgrund der Vielzahl an verschiedenen hydrophoben und elektrostatischen 
Wechselwirkungen, welche die Struktur der Caseinmicellen stabilisieren, sind die kolloidalen 
Partikel bei der Schwächung einer Bindungsform relativ resistent gegenüber 
Dissoziationsprozessen (McMahon & Oommen, 2008). Sie sind beispielsweise stabil gegen 
Calciumkonzentrationen bis 200 mM, Verdichten durch Ultrazentrifugation oder 
Homogenisieren bei Normal- sowie Hochdruck (Fox & Kelly, 2004). Stärkere Veränderungen 
der Umgebungsbedingungen beeinflussen jedoch die stabilisierenden Kräfte aufgrund von 
Gleichgewichtsverschiebungen zu sehr und rufen eine Destabilisierung der Micellstruktur 
hervor. Besonders κ-Casein trägt entscheidend zur Stabilität der Caseinmicellen bei und ist in 
der Lage, das Acht- bis Zehnfache seines Gewichtes an calciumsensitiven Caseinen zu 
stabilisieren. Der nach außen ragende C-Terminus des Proteins verhindert zudem durch die 
negative Oberflächenladung eine Aggregation der Caseinmicellen und sorgt für eine sterische 
Stabilisierung (Abb. 10). Die Oberfläche der Micellen ist allerdings nicht vollständig mit 
κ-Casein bedeckt, weshalb Ionen und kleine Moleküle sowohl in die Caseinmicellen hinein 
als auch aus diesen hinaus diffundieren und somit die Micellstabilität erheblich beeinflussen 
können. (Fox & Kelly, 2004; Dalgleish & Corredig, 2012) 
 
2.4.4.1 Einfluss von Chymosin und Säure 
Das Labenzym Chymosin sowie niedrige pH-Werte rufen eine Schwächung der 
stabilisierenden Eigenschaften des κ-Caseins hervor und bewirken damit eine Verringerung 
der Micellstabilität. Chymosin spaltet spezifisch den hydrophilen C-Terminus des κ-Caseins 
ab. Dadurch geht die haarige Oberfläche der Caseinmicellen verloren, die für den nötigen 
Abstand und somit für die sterische Abstoßung zwischen den Micellen sorgt (Abb. 10a). 
Wurden 85 % des κ-Caseins gespalten, ist das verbleibende κ-Casein nicht mehr in der Lage, 
die Caseinmicellen auf ausreichendem Abstand zu halten, was zur Aggregation der Partikel 
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führt. Bei einer vollständigen  ydrolyse des κ-Caseins kommt es schließlich zur Ausbildung 
eines dreidimensionalen Netzwerkes. Die Destabilisierung der Caseinmicellen mit Chymosin 
wird in der Molkereitechnologie zur Käseherstellung genutzt. (Fox & Kelly, 2004; Dalgleish 
& Corredig, 2012) 
 
 
Abb. 10: Einfluss von a) Chymosin und b) Säure auf native Caseinmicellen nach Dalgleish & 
Corredig (2012) 
 
Während die proteolytische Wirkung des Chymosins ausschließlich die Micelloberfläche 
beeinflusst, wirkt sich eine Säuerung auch auf das Innere der Caseinmicellen aus. Durch die 
Absenkung des pH-Werts wird aufgrund der Freisetzung von Calcium, Phosphat, Magnesium 
und Citrat der Gehalt an CCP in den Micellen reduziert und ist bei einem pH-Wert von 4,9 
vollständig in Lösung (Abb. 10b). Besonders die Verschiebung des Gleichgewichts zwischen 
Calciumhydrogen- und Calciumdihydrogenphosphat auf die Seite des im Sauren besser 
löslichen Dihydrogenphosphats, hat eine Destabilisierung der Caseinmicellen zur Folge. 
Zusätzlich werden die negativen Ladungen der Caseine, vor allem am C-Terminus des 
κ-Caseins, neutralisiert, wodurch die elektrostatische Abstoßung zwischen den Caseinen 
reduziert wird und die ‚hairy layer‘ kollabiert (Abb. 10b). Infolgedessen können sich die 
Caseinmicellen bis zur Ausbildung eines weichen Geles annähern. Während der 
α- und β-Casein hydrophob 
gebundenes β-Casein
κ-Casein Kolloidales Calcium-
phosphat (CCP)
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Destabilisierung der Micellen kommt es zur Freisetzung von Caseinmonomeren, die ab einem 
pH-Wert von 4,6 aufgrund der Schwächung elektrostatischer Wechselwirkungen aggregieren 
und dann festere Gele bilden. Die destabilisierende Wirkung von Säuren wird in der 
Molkereitechnologie vor allem zur Herstellung von Joghurt genutzt. (Banon & Hardy, 1992; 
Fox & Kelly, 2004; Dalgleish & Corredig, 2012) 
 
2.4.4.2 Beeinflussung hydrophober Wechselwirkungen 
Eine Schwächung der hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Caseinen kann vor 
allem durch den Zusatz von Harnstoff (Holt, 1998; Smiddy et al., 2006) oder SDS (Lefebvre-
Cases et al., 1998, 2001) beobachtet werden. SDS bewirkt dabei vor allem eine Freisetzung 
des κ-Caseins, indem es die hydrophoben Bindungsstellen der Caseine besetzt. Aufgrund 
seines amphiphilen und negativ geladenen Charakters ist es zudem in der Lage, positive Ionen 
an der Micelloberfläche zu binden und somit eine Aggregation der Caseinmicellen zu 
bewirken (Lefebvre-Cases et al., 2001). Neben den genannten Zusätzen führen auch 
Temperaturen von ≤ 4 °C zu einer Schwächung der hydrophoben Wechselwirkungen. Dieser 
Prozess ist jedoch reversibel und nur für β-Casein relevant. Durch den hydrophoben 
Charakter ist das Protein vor allem über diese Wechselwirkungen im Micellnetzwerk 
gebunden, weshalb es beim Abkühlen zur Diffusion von β-Casein aus den Caseinmicellen 
kommt. Beim Erwärmen auf Raumtemperatur kann das Protein durch die offene Struktur der 
Micellen wieder zurück diffundieren. (Dalgleish & Corredig, 2012) 
Durch Zugabe von Ethanol werden die Eigenschaften des umgebenden Lösungsmittels 
verändert, da Ethanol eine niedrigere Dielektrizitätskonstante besitzt als Wasser. Infolge 
dessen wird die Dissoziation der Protonen saurer Aminosäurereste und des Phosphoserins 
zurückgedrängt (Jukes & Schmidt, 1934). Durch die protoniert vorliegenden Reste kommt es 
einerseits zu einem konformativen Kollaps der ‚hairy layer‘ und andererseits zum Fehlen der 
Bindungsstellen für CCP. Des Weiteren verändert sich durch Ethanol die Löslichkeit der 
Milchsalze, weshalb diese teilweise ausfallen. Um das Gleichgewicht zwischen 
Caseinmicellen und Umgebung wieder herzustellen, dissoziiert CCP aus den Micellen und 
trägt somit ebenfalls zur Destabilisierung bei. (Horne, 1984; O’Connell et al., 2001) 
 
2.4.4.3 Einfluss von Komplexbildnern 
Die Zugabe von Komplexbildnern, wie zum Beispiel Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), 
beeinflusst vor allem das Gleichgewicht zweiwertiger Ionen in der Milch. Von besonderer 
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Bedeutung ist hierbei das Calcium, da es in deutlich höheren Konzentrationen vorliegt als 
beispielsweise Magnesium (vgl. Kapitel 2.3.1). Wie bereits beschrieben besteht für das in der 
Milch vorhandene Calcium ein Gleichgewicht zwischen der gelösten und der kolloidalen 
Phase, wobei zwei Drittel des gesamten Calciums in den Caseinmicellen gebunden sind. Das 
kolloidale Calcium kann komplexiert an Phosphoester und Carboxylgruppen der micellaren 
Caseine oder assoziiert mit kolloidalem Phosphat und Citrat vorliegen. Besonders in der Form 
des kolloidalen Calciumphosphats trägt Calcium entscheidend zum Zusammenhalt der 
Caseinmicellen bei, weshalb ein Entzug des Ions mit EDTA eine Dissoziation bewirkt. (Lin et 
al., 1972; Zhang et al., 1996; Philippe et al., 2003) 
Lin et al. (1972) konnten in Untersuchungen zum Einfluss von Calcium auf Caseinmicellen 
zeigen, dass eine Dialyse gegen EDTA und die damit verbundene Entfernung des Calciums 
eine Zunahme an nicht-micellarem Casein und eine Verringerung der Micellstabilität bewirkt. 
Sie gehen dabei von zwei verschiedenen Calciumbindungstypen aus. Calcium des ersten Typs 
ist stärker gebunden und primär verantwortlich für die Ausbildung und Stabilität des 
micellaren Netzwerks. Der zweite Calcium-Typ bildet Brücken zwischen dem 
Caseinnetzwerk und löslichen Caseinmonomeren. Pierre et al. (1983) und Zhang et al. (1996) 
sprechen dabei von schwer und leicht austauschbarem Calcium. Anhand von Experimenten 
zur Austauschbarkeit von Calcium zwischen löslicher und kolloidaler Phase mit radioaktiven 
45
Ca-Nukliden konnte gezeigt werden, dass 35 - 40 % des micellaren Calciums innerhalb von 
24 h nur schwer beziehungsweise gar nicht austauschbar sind. Aufgrund von vergleichenden 
Untersuchungen mit normaler und phosphatfreier Milch schlussfolgerten sie, dass das fester 
gebundene Calcium Bestandteil von kolloidalem Calciumphosphat ist. In phosphatfreier 
Milch konnte sämtliches Calcium sehr leicht ausgetauscht werden, weshalb die schwächer 
gebundene Calciumform nicht als kolloidales Calciumphosphat vorliegen kann. Aber auch 
innerhalb des kolloidalen Calciumphosphats wurden von Pierre et al. (1983) Unterschiede in 
der Austauschbarkeit beobachtet. Calcium, gebunden als Ca(H2PO4)2 wurde innerhalb von 
1 min relativ schnell ausgetauscht. Dagegen erfolgte der Austausch des Calciums aus CaHPO4 
mit nur 70 % in 24 h deutlich langsamer. Calcium gebunden in Ca3(PO4)2 wurde überhaupt 
nicht ausgetauscht (Pierre et al., 1983).  
Eine Behandlung der Caseinmicellen mit dem Komplexbildner EDTA bewirkt einen Eingriff 
in das Gleichgewicht zwischen gelöstem und micellarem Calcium, indem es freies Calcium 
aus der umgebenden Lösung bindet und damit das Gleichgewicht verschiebt. Zur 
Gleichgewichtswiederherstellung dissoziiert Calcium aus den Micellen in die lösliche Phase. 
Geringe EDTA-Konzentrationen führen zunächst zur Freisetzung des leicht austauschbaren 
Calciums. Durch die Verringerung des micellaren Calciumgehalts können weniger 
  2 Hintergrund und Wissensstand 
39 
 
Calciumbrücken zwischen den Phosphoserinresten der Caseine ausgebildet werden. Dies 
bewirkt eine Freilegung der negativ geladenen Phosphoserinreste und damit einhergehend 
eine erhöhte elektrostatische Abstoßung der Caseine untereinander. In der Folge kommt es zur 
Dissoziation löslicher Caseine aus den Micellen (Abb. 11, Schritt 1). Mit steigender 
Konzentration des Komplexbildners ist damit eine Abnahme der Micellgröße verbunden 
(Abb. 11, Schritt 2). Partschefeld (2011) beobachtete, dass infolge der EDTA-Behandlung 
vor allem der Anteil an freiem αS1-Casein zunimmt, was auf eine Bindung des Proteins über 
Calcium-Phosphat-Brücken hindeutet, während β-Casein über zusätzliche hydrophobe 
Wechselwirkungen in der Micelle gebunden ist. Nach Lin et al. (1972) führte ein Entzug 
geringer Calciummengen dagegen vor allem zur Dissoziation von β- und κ-Casein, während 
αS-Casein zunächst im micellaren Netzwerk verblieb. Neben den Caseinen wird mit 
steigender EDTA-Konzentration zunehmend auch Calcium aus dem kolloidalen 
Calciumphosphat entfernt. EDTA ist dabei in der Lage, bei einer Konzentration von 
10 mmol/kg Milch über 33 % des ursprünglichen kolloidalen Calciumphosphats zu 
komplexieren (Udabage et al., 2001). Unterhalb einer kritischen Calciumkonzentration 
kommt es schließlich zur irreversiblen Dissoziation des Micellnetzwerks und zur Aggregation 
der freigesetzten Caseinmonomere (Abb. 11, Schritt 3). (Lin et al., 1972; Partschefeld, 2011) 
 
 
 
Abb. 11: Postulierter Mechanismus der Destabilisierung von Caseinmicellen bei Zugabe von EDTA, 
angelehnt an Partschefeld (2011) und Dalgleish & Corredig (2012) 
 
Eine Erhöhung der Caseinmicellstabilität gegenüber einem Calciumentzug kann durch die 
Quervernetzung der Caseine mit mikrobieller Transglutaminase (mTG) erreicht werden. So 
konnten Smiddy et al. (2006) und Huppertz et al. (2007) durch den Zusatz der 
Calciumkomplexbildner Trinatriumcitrat bzw. Tricalciumcitrat eine erhöhte Stabilität 
mTG-vernetzter Micellen im Vergleich zu den nativen feststellen. Auch Partschefeld (2011) 
beobachtete bei der Untersuchung mTG-behandelter Magermilch eine geringere 
Caseinfreisetzung sowie einen längeren Erhalt der micellaren Struktur beim Zusatz von 
EDTA, verglichen mit den unbehandelten Proben. 
intakte 
Caseinmicelle 
Freisetzung 
Caseinmonomere 
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Untersuchungen zum Einfluss anderer proteinquervernetzender Reaktionen auf die 
Micellstabilität bei einem Entzug von Calcium wurden in der Literatur bisher nicht diskutiert. 
 
2.4.4.4 Einfluss hoher Temperaturen 
Die Erhitzung von Milch dient vordergründig der Erhöhung der Haltbarkeit dieses 
mikrobiologisch anfälligen Lebensmittels. Im Gegensatz zu den Molkenproteinen sind die 
Caseine, sowohl in nicht-micellarer als auch in micellarer Form, sehr hitzestabil, weshalb sich 
eine Hitzebehandlung in erster Linie auf die Molkenproteine auswirkt. Besonders 
β-Lactoglobulin denaturiert bereits bei Temperaturen zwischen 72 und 85 °C vollständig 
(Töpel, 2016). Aufgrund der Auffaltung des Proteins orientiert sich eine im Inneren gelegene 
freie Thiolgruppe nach außen, wodurch es zur Aggregation des β-Lactoglobulins kommt. In 
Gegenwart von Caseinmicellen bilden die Aggregate mit den freien Thiolgruppen des 
κ-Caseins Komplexe und modifizieren somit die Micelloberfläche. Diese strukturelle 
Veränderung verschlechtert unter anderem die Labeigenschaften der Caseinmicellen. Da 
β-Lactoglobulin hydrophiler ist als das para-κ-Casein, werden die Micellen auch nach der 
Spaltung des κ-Caseins mit Chymosin und dem damit verbundenem Verlust des stark 
hydrophilen Glycomacropeptids weiter auf Abstand gehalten. Dadurch können die 
Caseinmicellen nicht aggregieren und die Ausbildung eines guten Käsebruchs wird 
verhindert. (Dalgleish & Corredig, 2012) 
Neben der Denaturierung der Molkenproteine kann eine starke Erhitzung auch 
Bräunungsreaktionen zur Folge haben. Vor allem die in der Milch in großen Mengen 
enthaltene Lactose stellt als reduzierender Zucker einen potentiellen Reaktionspartner für 
primäre Aminosäureseitenketten, besonders der ε-Aminogruppe des Lysins, im Rahmen der 
sogenannten Maillard-Reaktion (Maillard, 1912) oder Glykierung dar. Der durch die 
Lysinblockierung hervorgerufene Verlust der essentiellen Aminosäure hat vor allem 
ernährungsphysiologische Konsequenzen und mindert den Nährwert der Milch (Friedman, 
1996). Außer auf die biologische Wertigkeit der Proteine kann die Glykierung auch einen 
großen Einfluss auf strukturelle und technologische Eigenschaften der Proteine haben 
(Zin El-Din et al., 1991; Darewicz & Dziuba, 2001; Lauber et al., 2001; Oliver et al., 2006; 
Le et al., 2011; Pinto et al., 2014). Über Glykierungsreaktionen in Caseinmicellen gibt es in 
der Literatur bisher keine Untersuchungen. Aufgrund der postulierten hydrophoben und 
hydrophilen Regionen in den Caseinmicellen, ist es jedoch naheliegend, dass die Bildung 
verschiedener Maillard-Reaktionsprodukte entscheidend beeinflusst werden könnte. Ebenso 
ist ein Einfluss der Glykierungsreaktionen auf die Struktur der kolloidalen Partikel denkbar. 
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Die Auswirkungen der Glykierung auf freies, nicht-micellares Casein wurden bereits in 
einigen Studien untersucht und sollen im folgenden Kapitel näher vorgestellt werden. 
 
 2.5 Glykierungreaktionen an Caseinen  
2.5.1 Die Maillard-Reaktion 
Die Reaktion zwischen reduzierenden Zuckern und den Aminogruppen von Aminosäuren, 
Peptiden oder Proteinen wird nach ihrem französischen Entdecker Louis-Camille Maillard, als 
Maillard-Reaktion bezeichnet (Maillard, 1912). Sie lässt sich in eine frühe, fortgeschrittene 
und späte Phase unterteilen. Die einzelnen Phasen können dabei nicht völlig isoliert 
voneinander betrachtet werden, sondern laufen zum Teil simultan ab, beeinflussen sich 
gegenseitig und sind stark abhängig von den Reaktionsparametern, wie Art und Konzentration 
der Reaktanten, pH-Wert, Temperatur und Wasseraktivität (Silván et al., 2006). 
Im Verlauf der frühen Phase erfolgt, unter Wasserabspaltung, der nukleophile Angriff der 
Aminogruppe an die Carbonylfunktion eines reduzierenden Zuckers, wobei es zur Bildung 
instabiler Imine (Schiff‘sche Basen) kommt. Stellt der reagierende Zucker eine Aldose, zum 
Beispiel Glucose oder Lactose dar, werden die Schiff‘schen Basen im Zuge der Keto-Enol-
Tautomerie zu den sogenannten Amadori-Produkten umgelagert. Abb. 12 zeigt die Bildung 
des Amadori-Produkts am Beispiel der Glucose. Handelt es sich bei dem Reaktionspartner 
dagegen um eine Ketose, zum Beispiel Fructose, entsteht das entsprechende Heyns-Produkt. 
(Silván et al., 2006; Hellwig & Henle, 2014) 
Im Proteinverband stellt vor allem die ε-Aminogruppe des Lysins einen sehr bedeutenden 
Reaktionspartner dar, weshalb Reaktionsprodukte wie N
ε
-Fructosyllysin oder 
N
ε
-Lactulosyllysin sehr häufig als Indikatorsubstanzen zur Beurteilung einer Hitzebehandlung 
von Lebensmitteln verwendet werden (Silván et al., 2006). Die Reaktivität des Lysins kann 
durch benachbarte Aminosäuren beeinflusst werden, wobei vor allem saure sowie basische 
Aminosäuren in räumlicher Nähe des Lysins einen katalytischen Effekt auf die Amadori-
Produktbildung ausüben (Venkatraman et al., 2001; Johansen et al., 2006). 
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Abb. 12: Bildung von Amadori-Produkten am Beispiel der Glucose (Belitz et al., 2001) 
 
Während der fortgeschrittenen Phase werden die Amadori-Produkte durch Abspaltung der 
Aminokomponente zu hochreaktiven Desoxydicarbonylverbindungen (Desoxyosone) 
abgebaut. Diese Intermediate können im weiteren Verlauf eine Vielzahl von Folgeprodukten 
bilden (Hellwig & Henle, 2014).  
In der späten Phase kommt es zur Bildung sogenannter advanced glycation endproducts 
(AGEs), die thermodynamisch stabil sind. In Anwesenheit von Proteinen bilden die reaktiven 
Dicarbonylverbindungen der fortgeschrittenen Phase mit primären Aminogruppen bevorzugt 
die N-analogen Pyridine und Pyrrole. So entsteht beispielsweise aus der Reaktion von 
3-Desoxyglucoson (3-DG) und der ε-Aminogruppe des Lysins ε-(2-Formyl-5-hydroxymethyl-
1-pyrrolyl)-Norleucin (Pyrralin) (Abb. 13a), welches sehr häufig als Indikatorsubstanz zur 
Charakterisierung einer Hitzebehandlung herangezogen wird (Hellwig & Henle, 2014). 
Pyrralin wird dabei vorrangig in Produkten mit geringen Wassergehalten, wie Brotkruste oder 
Zwieback, gebildet (Henle et al., 1994). Eine weitere häufig verwendete Markersubstanz zur 
Einschätzung der AGE-Bildung ist das in Abb. 13b dargestellte N
ε
-Carboxymethyllysin 
(CML). CML kann auf verschiedenen Wegen gebildet werden. Unter anderem wird die 
Reaktion des hochreaktiven Dicarbonyls Glyoxal mit der ε-Aminoseitenkette des Lysins 
beschrieben (Glomb & Monnier, 1995). Glyoxal kann dabei durch die Autoxidation 
reduzierender Zucker, durch den Abbau Schiff’scher Basen sowie im Zuge der 
Lipidperoxidation mehrfach ungesättigter Fettsäuren gebildet werden (Nguyen et al., 2014). 
Die CML-Bildung konnte aber auch durch die oxidative Spaltung von N
ε
-Fructosyllysin 
beobachtet werden (Kasper & Schieberle, 2005).  
Neben den genannten Produkten können durch nukleophilen Angriff der ε-Aminogruppe des 
Lysins oder der Guanidinogruppe des Arginins an bereits glykierte Aminosäuren kovalente 
Verknüpfungen, sogenannte Quervernetzungen, entstehen. Als Vertreter solcher Quer-
vernetzungsprodukte können zum Beispiel Pentosidin (Abb. 13c) oder Glyoxal-Lysin-Dimer 
(GOLD) (Abb. 13d) genannt werden. Pentosidin wird dabei bevorzugt bei der Reaktion von 
Lysin, Arginin und Pentosen (v. a. Ribose) gebildet (Sell & Monnier, 1989), aber auch für 
3-DG werden ca. 25 % des Pentosidin-Bildungspotentials der Ribose beschrieben 
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(Schwarzenbolz, 2000). Die Bildung von GOLD erfolgt über die Reaktion von Glyoxal mit 
zwei Lysin-Resten (Wells-Knecht et al., 1995).  
 
a b c d 
    
Abb. 13: Strukturen der AGEs a) Pyrralin (Belitz et al., 2001), b) Carboxymethyllysin (Belitz et al., 
2001), c) Pentosidin (Sell & Monnier, 1989) und d) Glyoxal-Lysin-Dimer (Wells-Knecht et al., 1995) 
 
Schreitet die Maillard-Reaktion weiter fort, werden zusätzlich braun gefärbte Verbindungen 
gebildet. Die sogenannten Melanoidine sind hochmolekulare, zumeist stickstoffhaltige 
heterocyclische Produkte, die sich durch eine sehr große Strukturvielfalt auszeichnen und 
molare Massen zwischen 1 und 100 kDa aufweisen können (Hofmann, 1998). 
 
2.5.2 Einfluss der Glykierung auf chemische und technologische Eigenschaften 
von nicht-micellaren Caseinen 
Für die Glykierung von Caseinen konnte gezeigt werden, dass sowohl in flüssigen als auch in 
trockenen Modellansätzen aus Glucose und Caseinat bei einer Erhitzung zwischen 70 und 
150 °C für bis zu sechs Stunden vor allem die frühe Phase der Maillard-Reaktion, mit der 
Bildung des Amadori-Produktes N
ε
-Fructosyllysin, abläuft (Morales & van Boekel, 1996; 
Malacarne et al., 2002). Produkte der späten Phase, wie CML und Pyrralin, werden dagegen 
nur in geringen Mengen gebildet (Morales & van Boekel, 1996; Akıllıoğlu & Gökmen, 2014). 
Weiterhin konnten Pellegrino et al. (1999) in β-Casein-Modelllösungen hitzeinduzierte 
Proteinquervernetzungsprodukte in An- und Abwesenheit von Glucose beobachten. Ohne den 
Zusatz von Glucose bildete sich dabei vor allem das in Abb. 14 dargestellte Lysinoalanin 
(LAL), während mit steigender Zuckerkonzentration zunehmend auch Pentosidin detektiert 
werden konnte. Die Pentosidingehalte lagen jedoch auch bei den höchsten Konzentrationen 
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um den Faktor 50 unter den LAL-Gehalten. Dennoch steht die Maillard-induzierte 
Proteinquervernetzung deutlich im Vordergrund vor der durch Dehydroalanin induzierten 
Bildung von LAL. So konnten unter anderem Zin El-Din & Aoki (1993) zeigen, dass der 
Gehalt an polymerisiertem Casein nach Erhitzung von Natrium-Caseinat in Anwesenheit von 
Lactose deutlich über dem Gehalt derjenigen Proben lag, die ohne Lactose erhitzt wurden. Bei 
der Erhitzung von Glucose-β-Casein-Lösungen zeigte sich, dass der Großteil der 
Reaktionsprodukte sehr hohe Molekulargewichte von über 50000 Da aufweist (Hofmann, 
1998). Die Zunahme der hochmolekularen Quervernetzungen korrelierte dabei mit einem 
Anstieg der Bräunungsintensität, weshalb es bei der Maillard-induzierten Proteinvernetzung 
vor allem zur Bildung von Melanoidinen kommen könnte (Hofmann, 1998).  
 
 
Abb. 14: Bildung von Lysinoalanin aus Phosphoserin über das Intermediat Dehydroalanin 
(Friedman, 1999) 
 
Neben der chemischen Modifizierung der Caseine kommt es infolge von Glykierungs-
reaktionen ebenfalls zu Veränderungen der funktionellen Eigenschaften. Oliver et al. (2006) 
konnten nachweisen, dass glykiertes Caseinat eine höhere Viskosität aufwies als Caseinat, 
welches ohne Zucker erhitzt wurde. Entscheidend für das Ausmaß der Viskositätszunahme ist 
die Art des eingesetzten Zuckers, wobei vor allem die Reaktivität sowie die Kettenlänge von 
Bedeutung sind. So zeigten sich in den Untersuchungen die größten Viskositätsanstiege für 
ein Ribose-Casein-Gemisch, gefolgt von Glucose, Fructose und Lactose, während die 
Viskosität eines Inulin-Casein-Gemischs nur unwesentlich zunahm (Oliver et al., 2006). 
Darewicz et al. (1998) glykierten β-Casein mit Glucose unter milden Bedingungen (37 °C) 
und konnten dabei eine leichte Erhöhung des isoelektrischen Punkts von 4,98 auf 5,07 sowie 
eine höhere Hitzestabilität und Löslichkeit im Vergleich zum nativen Protein feststellen. Als 
Hauptreaktionsorte für die Glykierung wurden sechs Lysin-Reste am N-Terminus des 
β-Caseins beschrieben, wodurch der amphiphile Charakter des Proteins zusätzlich verstärkt 
wird (Darewicz & Dziuba, 2001). Dies sorgt nach Darewicz & Dziuba (2001) für eine höhere 
sterische Abstoßung der Moleküle und damit für verbesserte Emulgiereigenschaften. Zudem 
erklärt die höhere Hydrophilizität die bessere Löslichkeit des modifizierten Caseins. 
Weiterhin beobachteten sie aufgrund der Glykierung eine Abnahme der ungeordneten 
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random-coil Bereiche des Proteins bei einer gleichzeitigen Zunahme an β-Schleifen. 
Darewicz & Dziuba (2001) konnten somit nachweisen, dass der Maillard-induzierte Einbau 
von Glucose für eine höhere Ordnung in der Proteinstruktur sorgt.  
 
 2.6 Caseinmicellen als Trägersystem für bioaktive Substanzen 
Milchproteine gelten allgemein als natürliche Transportsysteme für eine Vielzahl bioaktiver 
Substanzen. Aufgrund ihrer strukturellen und physikochemischen Eigenschaften sind sie in 
der Lage, Ionen und kleine Moleküle zu binden, labile Substanzen zu schützen und die 
Bioverfügbarkeit der Moleküle zu verbessern. Insbesondere bei den Caseinmicellen (vgl. 
Kapitel 2.4) handelt es sich um natürliche Nanopartikel, die der Versorgung mit Nährstoffen 
dienen. Evolutionsbiologische Aufgabe der Micellen ist es, Calcium, Phosphat und 
Aminosäuren in konzentrierter und stabilisierter Form von der Mutter zum Neugeborenen zu 
transportieren. Die durch den hohen Prolingehalt bedingte offene Struktur der Caseine macht 
die Proteine zusätzlich anfällig für einen proteolytischen Abbau. Dies ermöglicht eine gezielte 
Freisetzung der transportierten Substanzen im Magen während der Verdauung. Da 
Caseinmicellen biokompatibel und als natürliche Bestandteile der Milch relativ leicht 
zugänglich und kostengünstig sind, stellen sie potentielle Nanovehikel zum Transport 
verschiedenster bioaktiver Substanzen dar (Livney, 2010). 
Semo et al. (2007) konnten erstmals den gezielten Einbau der hydrophoben Substanz 
Vitamin D2 in Caseinmicellen zeigen. Die Assoziation des Vitamins erfolgte dabei an den 
hydrophoben Bereichen der Caseine. Nach der Isolierung betrug die Vitamin-D2-
Konzentration in den Caseinmicellen das 5,5-fache im Vergleich zum umgebenden Serum. 
Zudem konnte infolge des Einbaus ein Schutz des Vitamins vor UV-Strahlung beobachtet 
werden. Aufgrund der aromatischen Aminosäuren und Doppelbindungen in den Proteinen, 
sind die Caseinmicellen stärkere UV-Absorber als das Vitamin und verringern somit den 
durch UV-Licht induzierten Abbau (Semo et al., 2007). Auch für das Provitamin β-Carotin 
konnte nach gezieltem Einbau in Caseinmicellen ein geringerer Abbau durch in der Industrie 
übliche Haltbarmachungsverfahren festgestellt werden. Der schützende Effekt zeigte sich 
insbesondere bei Pasteurisations- und Sterilisationsprozessen sowie der Behandlung mit 
Hochdruck (Sáiz-Abajo et al., 2013). Neben dem Einbau fettlöslicher Vitamine konnten 
Zimet et al. (2011) auch die Aufnahme der ω-3-Fettsäure Docosahexaensäure (DHA) in 
Caseinmicellen nachweisen. Im Vergleich zur unverkapselten Kontrollprobe konnte dabei 
eine verringerte DHA-Oxidation beobachtet werden, sodass sich auch bei dieser Substanz ein 
schützender Effekt der Micellen zeigt (Zimet et al., 2011). Aufgrund ihrer biokompatiblen und 
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zugleich den Wirkstoff schützenden Eigenschaften, stellen Caseinmicellen interessante 
Alternativen zu synthetischen Polymeren als Transportsysteme in der Pharmazie dar. 
Besonders für hydrophobe Substanzen wie das entzündungshemmend und anticancerogen 
wirkende Curcumin (Sahu et al., 2008) oder das antimikrobiell wirksame Triclosan (Roach et 
al., 2009) wurde durch den Einbau in die Micellen eine verbesserte Löslichkeit erreicht. 
Außer über hydrophobe Wechselwirkungen können Substanzen auch über elektrostatische 
Kräfte mit den Caseinmicellen assoziieren. Zu diesen bioaktiven Verbindungen zählt 
beispielsweise das antibakteriell wirksame Lysozym (de Roos et al., 1998; Anema & de Kruif, 
2013), auf das in Kapitel 2.6.1 genauer eingegangen wird. Der Mechanismus zur Assoziation 
des Proteins ist in Kapitel 2.6.2 näher erläutert. 
 
2.6.1 Das bioaktive Protein Lysozym  
Das Enzym Lysozym (Trivialname: Muramidase) zählt als Glykosidase zur Enzymklasse der 
Hydrolasen (EC 3.2.1.17) und erhielt seinen Namen 1922 von dem Bakteriologen Alexander 
Fleming, der diesen aus der Eigenschaft des Proteins, das gram-positive Bakterium 
Micrococcus lysodeikticus lysieren zu können, ableitete (Fleming, 1922). Gram-positive 
Bakterien sind von einer dicken Zellwand, die aus bis zu 40 Peptidoglykanschichten besteht, 
umgeben. Die Peptidoglykanschicht wird auch als Mureinschicht bezeichnet und besteht aus 
alternierenden N-Acetylglucosamin- (NAG) und N-Acetylmuraminsäureeinheiten (NAM) mit 
integrierten Ketten aus Teichon- und Lipoteichonsäure. Aufgrund der Fähigkeit des Enzyms, 
die β-1,4-glykosidischen Bindungen zwischen den verknüpften Zuckerresten NAG und NAM 
in der Peptidoglykanschicht zu spalten, wirken Lysozyme zelllysierend und somit 
antibakteriell. Diese Eigenschaft beschränkt sich jedoch, bis auf wenige Ausnahmen, auf 
gram-positive Bakterien. Gram-negative Bakterien sind außer von einer dünnen 
Peptidoglykanschicht zusätzlich noch von einer äußeren Membran aus Phospholipiden und 
Lipopolysacchariden mit eingebetteten Membranproteinen (Porine) umgeben, die das 
Eindringen größerer Substanzen verhindern. Menschen, andere Säugetiere und Vögel (v. a. 
Hühner) codieren vorrangig alle den gleichen Lysozym-Haupttyp, den sogenannten c-Typ 
(chicken oder conventional type). Humanes Lysozym kommt vor allem in 
Körperflüssigkeiten, wie Tränen, Speichel, Urin und Milch vor, während das Enzym bei 
Hühnern besonders in den Eiern in hohen Konzentrationen enthalten ist. Humanes Lysozym 
entspricht in seiner Zusammensetzung nahezu dem Lysozym aus Hühnereiweiß (HEWL) 
(Töpel, 2016). HEWL ist das zweite Protein und das erste Enzym, dessen Primärstruktur 
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aufgeklärt werden konnte. Es zählt damit zu einem der am besten erforschten Proteine und 
soll im Folgenden näher betrachtet werden (Masschalck & Michiels, 2003). 
HEWL ist ein globuläres Protein aus 129 Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von 
14300 Da und weist einen isoelektrischen Punkt von 10,5 auf. Die drei-dimensionale Struktur 
des Moleküls kann in zwei Domänen unterteilt werden und ist vereinfacht in Abb. 15 
dargestellt. Die Aminosäurereste 1 - 40 bilden die α-Domäne, in der α-helicale Bereiche 
dominieren. Die β-Domäne ist aus den Aminosäureresten 41 - 95, mit einem hohen Anteil an 
polaren Aminosäuren, aufgebaut und besteht neben α- elices auch aus β-Faltblattstrukturen. 
Der Rest der Polypeptidkette trennt die zwei Domänen voneinander und bildet einen tiefen 
Spalt zwischen diesen. Über vier Disulfidbrücken zwischen den Cysteinresten 6 und 127, 30 
und 115, 64 und 80 sowie 76 und 94 ist das Molekül quervernetzt, wodurch die Struktur sehr 
kompakt und hitzestabil ist (Jollès, 1969; Masschalck & Michiels, 2003). Bei einem pH-Wert 
zwischen 5 und 9 kann eine reversible Dimerisierung beobachtet werden (Sophianopoulos & 
van Holde, 1964).  
 
 
Abb. 15: Vereinfachte Primärstruktur des Lysozyms aus Hühnereiweiß (HEWL) (Jollès, 1969) 
 
Das aktive Zentrum des Enzyms besteht aus sechs Aminosäuren, wobei vor allem die 
Aminosäuren Glu
35
 und Asp
52
 an der Enzymreaktion beteiligt sind. Zur Hydrolyse der 
Peptidoglykanschicht (Abb. 16) werden sechs alternierende NAG- und NAM-Reste über 
Wasserstoffbrückenbindungen im sogenannten Spalt des Enzyms fixiert, sodass die 
β-1,4-glykosidische Bindung zwischen NAM (D) und NAG (E) innerhalb der katalytischen 
Gruppen liegt (Jollès, 1969). Die im hydrophoben Bereich des Proteins vorliegende 
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protonierte Seitenkette Glu
35
 fungiert als Protonendonor und überträgt ein Proton auf den 
glykosidischen Sauerstoff. Unter der Ausbildung eines Carbeniumions führt dies zur 
Bindungsspaltung zwischen Sauerstoff und dem C1-Atom der NAM. Der deprotonierte und 
als Nukleophil wirkende Aminosäurerest Asp
52
 stabilisiert die positive Ladung des 
Carbeniumions, bis dieses mit einem Hydroxylion aus der Umgebung reagiert. Ein ebenfalls 
aus der wässrigen Umgebung stammendes H
+
-Ion ersetzt das abgegebene Proton an der 
Glu
35
-Seitenkette wieder. Durch die Spaltung der glykosidischen Bindung wird die 
Bakterienzellwand lysiert und das Bakterium ist nicht mehr lebensfähig (Phillips, 1966; 
Masschalck & Michiels, 2003).  
 
 
Abb. 16: Vorgeschlagener Mechanismus der Spaltung der Peptidoglykanschicht durch Lysozym; 
dargestellt ist die alternierende Peptidoglycankette aus NAG (Zucker A, C, E) und NAM (Zucker B 
und D), die sich im sogenannten Spalt des Lysozyms mit den katalytisch aktiven Aminosäuren Glu
35
 
und Asp
52
 befindet (Phillips, 1966) 
 
Neben dem enzymatischen Mechanismus werden in der Literatur auch nicht-enzymatische 
Mechanismen zur Bakterieninaktivierung diskutiert. In Untersuchungen mit durch Hitze oder 
Dithiothreitol denaturiertem und somit enzymatisch inaktivem Lysozym konnte die gleiche 
antibakterielle Wirkung beobachtet werden wie für natives Lysozym. Laible & Germaine 
(1985) vermuten, dass durch die elektrostatischen Interaktionen zwischen dem kationischen 
Lysozym und anionischen Teichon- und Lipoteichonsäuremolekülen in der Bakterienzell-
wand zellwandeigenes Autolysin aktiviert und damit die Autolyse der Bakterien gefördert 
wird. Weiterhin zeigte sich bei Listeria innocua auch ein nicht-lytischer Wirkmechanismus 
des Lysozyms. Bei diesen kam es durch die Bindung von Lysozym an die 
Bakterienoberfläche zu Störungen der Zellwandfunktionen, wobei keine Zelllyse, sondern ein 
Austritt gelöster Substanzen aus dem Cytosol beobachtet werden konnte (Masschalck et al., 
2002; Masschalck & Michiels, 2003). 
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2.6.2 Caseinmicellen als Nanocarrier für Lysozym  
Thapon & Brulé (1986) konnten anhand von Untersuchungen zur Assoziation von 
Hühnereiweißlysozym an freies αS1-, β- und κ-Casein zeigen, dass die stärkste Bindung am 
αS1-Casein zu verzeichnen war, β-Casein eine mittlere Affinität zeigte und zwischen κ-Casein 
und Lysozym keine Interaktionen erfolgten. Auch de Roos et al. (1998) konnten diese 
Abstufung beobachten. Sie schätzten für ein αS-Casein-Molekül eine Assoziation mit mehr als 
einem Lysozym-Molekül und für β-Casein eine äquimolare Anlagerung ab. Das Ausmaß der 
Lysozym-Assoziation an die Caseine scheint dabei mit dem Phosphorylierungsgrad der 
Caseine (αS1-Casein: 8 P, β-Casein:   P, κ-Casein: 1 P) zu korrelieren (de Roos et al., 1998). 
Es wird vermutet, dass elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den positiv geladenen 
ε-Aminogruppen der Lysinreste des Lysozyms und den negativ geladenen Phosphatgruppen 
der Caseine verantwortlich für die Anlagerung sind (Thapon & Brulé, 1986). Variationen der 
Temperatur zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die Assoziation, weshalb davon 
ausgegangen wird, dass hydrophobe Wechselwirkungen keine entscheidende Rolle spielen 
(de Roos et al., 1998). Während Thapon & Brulé (1986) durch die Assoziation des Lysozyms 
an die Caseine einen Lysozym-Aktivitätsverlust um den Faktor 1000 feststellten, konnten 
de Roos et al. (1998) auch bei steigenden Caseinkonzentrationen keine signifikante Abnahme 
der Lysozym-Aktivität beobachten. Hieraus schlussfolgerten sie, dass das aktive Zentrum des 
Lysozyms nicht an der Caseinassoziation beteiligt sein kann. Untersuchungen mit 
Caseinmicellen korrelieren mit den Erkenntnissen zur Assoziation an die einzelnen Caseine. 
So zeigten Caseinmicellen, die lediglich aus β- und κ-Casein (1:2) bestanden, deutlich 
schwächere Wechselwirkungen mit Lysozym, als Caseinmicellen die zusätzlich αS-Casein 
enthielten (de Roos et al., 1998). Anhand von Assoziationsisothermen konnte eine Bindung 
von 0,8 mol Lysozym/mol Casein berechnet werden. Da κ-Casein nicht in der Lage ist das 
Enzym zu binden, leiteten de Roos et al. (1998) daraus eine Bindung des Lysozyms an 
Caseine im Micellinneren ab. Sie gehen davon aus, dass ein αS-Casein mit mehr als einem 
Molekül Lysozym interagiert. Im Vergleich zu den Lysozym-Casein-Assoziaten weisen die 
Lysozym-Caseinmicellen eine geringere enzymatische Aktivität auf (de Roos et al., 1998). 
Ursächlich hierfür könnten jedoch methodische Aspekte bei der Aktivitätsbestimmung sein, 
die mit einem fluoreszenzaktiven Substrat durchgeführt wurde. Möglicherweise ist die 
Zugänglichkeit des Lysozyms in den Caseinmicellen für das Substrat durch eine limitierte 
interne Diffusion eingeschränkt (de Roos et al., 1998).  
Anema & de Kruif (2013) zeigten, dass Lysozym vor allem an größere Caseinmicellen bindet. 
Während das Verhältnis Lysozym : αS- bzw. β-Casein bei allen Micellgrößen konstant blieb, 
nahm das Verhältnis Lysozym : κ-Casein mit steigender Micellgröße zu. Da der 
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κ-Casein-Gehalt in großen Micellen geringer ist als in kleinen Micellen, konnte aus den 
Beobachtungen eine bevorzugte Assoziation des Lysozyms an αS- und β-Casein 
geschlussfolgert werden. Hieraus ergibt sich, in Übereinstimmung mit den Erkenntnissen von 
de Roos et al. (1998), dass die Bindung des Lysozyms im Inneren der Caseinmicellen 
erfolgen muss. Bekräftigt werden konnte dies zum einen durch Messungen der Micellgröße, 
die sich im Verlauf der Beladung nicht veränderte. Zum anderen zeigten auch Zeta-Potential-
Messungen Lysozym-beladener Caseinmicellen keine Veränderungen im Vergleich zu den 
nativen Micellen (Anema & de Kruif, 2013). Das Zeta-Potential beschreibt dabei das 
elektrische Potential der Grenzschicht zwischen einem Partikel und seiner Umgebung und 
dient der Charakterisierung der Oberfläche (Malvern Instruments, 2013). Verändert sich das 
Zeta-Potential nicht, bleibt die Partikeloberfläche unbeeinflusst. Ab einer kritischen 
Lysozym-Konzentration kommt es jedoch, ähnlich wie bei der Säuerung, zur Ausflockung der 
Caseine. Anema & de Kruif (2013) vermuteten, dass sich das Lysozym zwar bevorzugt im 
Inneren der Caseinmicellen anreichert, bei einer Sättigung der Bindungsregionen aber auch 
eine Anlagerung an das κ-Casein an der Micelloberfläche erfolgt. Dies führt zur 
Neutralisation der Ladungen des κ-Caseins und somit zum Kollaps der ‚hairy layer‘, in deren 
Folge die Caseine präzipitieren. 
Alle hier vorgestellten Untersuchungen wurden mit den Caseinen bzw. Caseinmicellen aus 
Kuhmilch durchgeführt. Zum Einbau von Lysozym in Caseinmicellen anderer Tierarten 
liegen in der Literatur bisher keine Daten vor. Aufgrund der sich zum Teil stark 
unterscheidenden Caseinzusammensetzung der Milch anderer Säugetiere und der daraus 
resultierenden Variationen der Wechselwirkungskräfte, könnten sich jedoch interessante 
Unterschiede im Assoziationsverhalten des Lysozyms ergeben. 
 
2.6.3 Perspektiven in der Medizin  
Lysozym ist, wie bereits in Kapitel 2.6.1 erwähnt, auch im menschlichen Speichel enthalten. 
Über den Speichel wird das Enzym in die Pellikelschicht der Zähne integriert. Die Pellikel ist 
dabei ein dünner Biofilm, der sich auf der Zahnoberfläche durch Adsorption von Proteinen 
aus der oralen Umgebung innerhalb kurzer Zeit bildet (Hannig & Hannig, 2009). Lysozym 
gilt als das am meisten schützende Enzym in der Pellikel und erschwert, zusammen mit 
anderen antimikriobiell wirkenden Proteinen, die Anhaftung von Mikroorganismen und die 
daraus resultierende Plaquebildung (Hannig & Hannig, 2009). Eine wünschenswerte 
Anreicherung des Enzyms in der Pellikel mit Hilfe von HEWL-haltigen Zahnpasten und 
Mundwässern zur Verbesserung der Mundhygiene konnte bislang nicht erreicht werden 
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(Hannig et al., 2010a, 2010b). Vacca Smith & Bowen (2000) zeigten jedoch beim Kontakt 
von mit Speichel überzogenen, zahnähnlichen Hydroxylapatitplättchen mit Kuhmilch eine 
Anlagerung von Caseinmicellen (Abb. 17), wobei vor allem κ-Casein als Bindungsstelle 
identifiziert wurde. Sowohl durch die Caseinmicellen als auch durch κ-Casein allein konnte 
zudem eine verminderte Bindung des Mundhöhlenkeims Streptococcus mutans erreicht 
werden. Wernersson et al. (2006) beobachteten beim Kontakt Speichel überzogener 
Zahnplättchen mit Humanmilch ebenfalls eine Reduktion der Anhaftung von S. mutans.  
 
 
Abb. 17: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Speichel überzogenen Hydroxyl-
apatitplättchen mit adsorbierten Caseinmicellen nach Milchkontakt (Vacca Smith & Bowen, 2000) 
 
Doch nicht nur auf die Zahngesundheit haben Caseine eine protektive Wirkung. So inhibiert 
humanes κ-Casein die Anheftung von Helicobacter pylori an die Zellen der 
Magenschleimhaut (Strömqvist et al., 1995) sowie von Streptococcus pneumoniae und 
Hemophilus influenzae an die Epithelzellen des Atemtrakts (Aniansson et al., 1990). 
Verantwortlich für die inhibierende Wirkung sind dabei die Fucose-Reste des humanen 
κ-Caseins, welche bei anderen Tierarten nicht vorhanden sind (Hamosh, 1998). 
Durch die Beladung der Caseinmicellen mit Lysozym könnten diese somit zum einen die 
Anhaftung von Bakterien verringern, als auch gleichzeitig zur Abtötung der Mikroorganismen 
beitragen. Mikrobiologische Untersuchungen zur antibakteriellen Wirkung Lysozym-
beladener Caseinmicellen wurden in der Literatur bislang nicht beschrieben. Es könnten sich 
hieraus interessante Anwendungsperspektiven zum Beispiel im Hinblick auf die 
Mundhygiene, aber auch hinsichtlich der Herstellung von Säuglingsanfangsnahrung ergeben. 
Bei Produkten für die sensible Gruppe der Neugeborenen findet die biologische Funktion der 
Caseinmicellen derzeit noch keinerlei Beachtung. 
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3 Methoden 
 3.1 Chemikalien, Materialien und Geräte 
3.1.1 Chemikalien 
Chemikalie Spezifikation, Katalognummer Hersteller 
1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)-
carbodiimid-Hydrochlorid  
(EDC   HCl) 
≥ 99 %,  1 6 
 
Carl Roth, Karlsruhe 
 
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethyl- 
ammonium]-1-propansulfonat 
(CHAPS) 
> 98 %, 90005195 Molekula, Dorset, UK 
Aceton HPLC grade, 22928 VWR, Darmstadt 
Acetonitril 
 
HPLC grade, 83639 
> 99,9 %, LC-MS grade, 
A/0638/17 
Prolabo VWR, Darmstadt 
Fisher Scientific, Leics, UK 
Agar-Agar für die Mikrobiologie, 2266 Carl Roth, Karlsruhe 
Ammoniak  25 %, p.a., 30501 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ammoniumchlorid ≥ 99,8 %, p.a., 1011   Merck, Darmstadt 
Ammoniumperoxodisulfat p.a., 13375 Serva, Heidelberg 
Bis-(2-hydroxyethyl)-imino-tris- 
(hydroxymethyl)-methane  
(Bis-Tris) 
Buffer grade, A1025 AppliChem, Darmstadt 
Borsäure ≥ 99,8 %, pulv.,  9   Carl Roth, Karlsruhe 
Calciumcarbonat Urtitersubstanz, 102410 Merck, Darmstadt 
Calciumchlorid-Dihydrat 99,5%, p.a., 10234 Grüssing, Filsum 
Calcium-Standardlösung (für  
ICP-OES) 
1000 mg/L, Certipur, 119778 Merck, Darmstadt 
Carboxymethyllysin, N
ε
- ≥ 97 %, SC1 0  PolyPeptide Group, 
Strasbourg, Frankreich 
Carboxymethyllysin-D2, N
ε
- ≥ 97 %, SC1  9 PolyPeptide Group, 
Strasbourg, Frankreich 
Casein, αS- elektrophoretisch rein Isolierung im Arbeitskreis 
(Menéndez-Aguirre, 2006) 
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Chemikalie Spezifikation, Katalognummer Hersteller 
Casein, β- elektrophoretisch rein Isolierung im Arbeitskreis 
(Menéndez-Aguirre, 2006) 
Casein, κ- elektrophoretisch rein Isolierung im Arbeitskreis 
(Böhm, 2003) 
Citronensäure 99 %, wasserfrei, reinst, 10256 Grüssing, Filsum 
Coomassie-Brilliantblau G250 research grade, 17524 Serva, Heidelberg 
Dithiothreitol, 1,4- (DTT) biotechnology grade, 0281 Amresco, Solon, USA 
Enzymkit "ENZYTEC Citric 
acid" 
für den Laborgebrauch, E1214 R-Biopharm, Darmstadt 
Enzymkit "ENZYTEC Lactose" für den Laborgebrauch, E1213 Scil Diagnostics, Viernheim 
Essigsäure 100 %, p.a., 3738 
100 %, technisch, A0061 
100 %, HPLC grade, 20108 
Carl Roth, Karlsruhe 
AppliChem, Darmstadt 
Prolabo VWR, Darmstadt 
Ethanol absolute, 20821 
≥ 99,8 %, vergällt, K9 8 
Prolabo VWR, Darmstadt 
Carl Roth, Karlsruhe 
Ethylendiamintetraessigsäure 
(EDTA) 
≥ 99 %, p.a., 80 0 Carl Roth, Karlsruhe 
Ethylenglycol-bis(2-aminoethyl-
ether)-N,N,N',N'-tetraessigsäure 
(EGTA) 
≥ 99 %, p.a. Carl Roth, Karlsruhe 
Furosin-Dihydrochlorid ≥ 97 %, SC 9  PolyPeptide Group, 
Strasbourg, Frankreich 
Glucose, D- für biochemische Zwecke, 
wasserfrei, 8337 
Merck, Darmstadt 
 
Glutaraldehyd 50 %, für die Elektronen-
mikroskopie, 4995 
Carl Roth, Karlsruhe 
Glycerin ≥ 99,  %, p.a., wasserfrei,  78  Carl Roth, Karlsruhe 
Glyoxal-Lysin-Dimer (GOLD) 
 
96 % 
 
Synthese im Arbeitskreis 
(Siegl, 2003) 
Gold  Ø 57 mm, 99,99 % Quorum Technologies, 
Lewes, Großbritannien 
Guanidin-Hydrochlorid 98 %, A13543 Alfa Aesar, Karlsruhe 
Harnstoff 99,5 %, p. a., 110185 Grüssing, Filsum 
Hefeextrakt pulverisiert, für die 
Bakteriologie, 2363 
Carl Roth, Karlsruhe 
Heptafluorbuttersäure 99 %, A14907 Alfa Aesar, Karlsruhe 
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Chemikalie Spezifikation, Katalognummer Hersteller 
Hippuryl-GOLD (HipGOLD) > 90 % Synthese im Arbeitskreis 
(Siegl, 2003) 
Hydroxysuccinimid, N- (NHS) 98%, 130672 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Imidazol ≥ 99,0 %,  6081 Serva, Heidelberg 
Iodacetamid, 2- zur Synthese, 8.04744 Merck, Darmstadt 
Isopropanol HPLC grade, 20880 Prolabo VWR, Darmstadt 
Kaliumcarbonat ≥ 99 %, wasserfrei, p.a., 60109 Fluka, Steinheim 
Kaliumchlorid ≥ 99,  %, p.a., 6781 Carl Roth, Karlsruhe 
Kaliumdihydrogenphosphat 99,5 %, p.a., 12017 Grüssing, Filsum 
Kaliumhexacyanoferrat(II)-
Trihydrat 
≥ 99 %, p.a.,  1    Riedel-de-Haën, Seelze 
Kaliumhydroxid ≥ 8  %, p.a.,  060  Riedel-de-Haën, Seelze 
Kalium-Standardlösung (für  
ICP-OES) 
1000 mg/L, Certipur, 170230 Merck, Darmstadt 
Kaliumsulfat 99 %, p.a., 12059 Grüssing, Filsum 
   
Kohlenstoffdioxid N45, Steigrohrflasche, 99,995 % Air Liquide Electronics, 
Ottendorf-Okrilla 
Kupfer(II)-nitrat-Trihydrat ≥ 99,  %, p.a., 10 7   Merck, Darmstadt 
Lactose Ph. Eur., wasserfrei, 17814 Fluka, Steinheim 
Leucin Aminopeptidase M  
(EC 3.4.11.1) 
70,4 U/mL, L5006-50UN Sigma-Aldrich, Steinheim 
Lysinoalanin-Dihydrochlorid 
 
  
> 99 % (TLC), F-1195 
 
  
Bachem Distribution 
Services GmbH,  
Weil am Rhein  
Lysozym aus Hühnereiweiß 
(HEWL) 
~ 70 000 U/mg, 62971 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Lysozym, human, recombinant expressed in rice, ≥ 99 % (SDS-
PAGE), ≥ 100000 units/mg, 
L1667-1G 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat 99 %, p.a., 12087 Grüssing, Filsum 
Magnesium-Standardlösung  
(für ICP-OES) 
1000 mg/L, Certipur, 119788 Merck, Darmstadt 
Mercaptoundecansäure, 11-  
(11-MUA) 
95 %, 450561 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Methanol HPLC grade, 20864 Prolabo VWR, Darmstadt 
Methylenblau 29198 Serva, Heidelberg 
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Chemikalie Spezifikation, Katalognummer Hersteller 
Methylrot p.a., T120 Carl Roth, Karlsruhe 
Micrococcus lysodeikticus  lyophilisierte Zellen, ATCC No. 
4698, M3770 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
Natriumacetat 99 %, wasserfrei, p.a., 12111 Grüssing, Filsum 
Natriumazid 99 %, extra pure, 190381000 Acros, Geel, Belgien 
Natriumborhydrid zur Synthese, A0549 AppliChem, Darmstadt 
Natriumcaseinat Proteingehalt 82,8 % (Kjeldahl), 
0267 
Rovita, Engelsberg 
Natriumchlorid 99,9 %, 27810.295 Prolabo VWR, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat (SDS) krist. reinst, 20760 Serva, Heidelberg 
   
Natriumhydrogenphosphat- 
Dihydrat, di- 
99 %, reinst, 12150 Grüssing, Filsum 
Natriumhydroxid 99 %, p.a., 12155 Grüssing, Filsum 
Natriumpentansulfonat 513015 Chromatographie Handel 
Müller, Fridolfing 
Natrium-Standardlösung  
(für ICP-OES) 
1000 mg/L, Certipur, 119507 Merck, Darmstadt 
Natriumtetraborat-Decahydrat, di- 99 %, reinst, 12187 Grüssing, Filsum 
Natronlauge 32 % (m/v), reinst, 12192U Grüssing, Filsum 
Nährmedien 
 
Difco MRS Broth, CM0359 
Difco MRS Agar, CM0361 
Oxoid, Hants, Großbritannien 
 
Nonafluorpentansäure 97 %, 396575 Sigma-Aldrich, Steinheim 
o-Phosphorsäure 85 %, p.a., 13032 Grüssing, Filsum 
Orange G A1404 AppliChem, Darmstadt 
Pentosidin > 99 % Synthese im Arbeitskreis 
(Hellwig, 2011) 
Pepsin (EC 3.4.23.1) 10 FIP-U/mg for biochemistry Merck, Darmstadt 
Petrolether Sdp. 40 - 60 °C, 15967 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Phosphorpentoxid, di- ≥ 98,0 %, analytical reagent, 
21411 
Prolabo VWR, Darmstadt 
Phosphor-Standardlösung (für  
ICP-OES) 
1000 mg/L, Certipur, 170340 Merck, Darmstadt 
pH-Pufferlösung pH = 4,01 Technischer Puffer, 108 706 Carl Roth, Karlsruhe 
pH-Pufferlösung pH = 7,01 Technischer Puffer, 108 708 Carl Roth, Karlsruhe 
Polymer-Kit (Polystyrol-Sulfonat) Mp 891 - 976000 Da, PSS-psskit Polymer Standards Service, 
Mainz 
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Chemikalie Spezifikation, Katalognummer Hersteller 
Prolidase ≥ 100 units/mg Protein, P667  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Pronase E (EC 3.4.24.4) 4 000 000 PU/g for biochemistry, 
107433 
Merck, Darmstadt 
Propionsäure 99 %, reinst, 13114 Grüssing, Filsum 
Protein-Marker III 6,5 - 200 kDa, A4402 AppliChem, Darmstadt 
Protein-Marker Roti-Mark 10 - 150 kDa, T850 Carl Roth, Karlsruhe 
Pyrralin > 99 % Synthese im Arbeitskreis 
(Hellwig, 2011) 
Salpetersäure ≥ 6  %, suprapur, 100441 Merck, Darmstadt 
Salzsäure rauchend, 37 %, zur Analyse, 
100317 
Merck, Darmstadt 
Schwefelsäure 95 %, 20700 
0,1 N Maßlösung, K026 
VWR, Darmstadt 
Carl Roth, Karlsruhe 
Schwefel-Standardlösung (für  
ICP-OES) 
1000 mg/L, Certipur, 170385 Merck, Darmstadt 
Selenreaktionsgemisch nach 
Wieninger (Kjeldahl-Katalysator) 
36090 Riedel-de-Haën, Seelze 
Silbernitrat ≥ 99,9 %, p.a., 7908 Carl Roth, Karlsruhe 
Thymol ≥ 99 %,   91 Carl Roth, Karlsruhe 
Trichloressigsäure ≥ 99 %, p.a., 8789 Carl Roth, Karlsruhe 
Tricin analytical grade, 37195 Serva, Heidelberg 
Trifluoressigsäure HPLC grade, T/3258/04 Fisher Scientific, 
Leicestershire, 
Großbritannien 
Trikaliumcitrat-Monohydrat ≥ 99 %,  6789 GPR Rectapur, Leuven, 
Belgien 
Trinatriumcitrat-Dihydrat ≥ 99,  %, 71 0  Fluka, Steinheim 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
(Tris) 
≥ 99,  %, buffer grade, A1 79 AppliChem, Darmstadt 
Trypton aus Casein pankreatisch verdaut, für die 
Mikrobiologie, 8952 
Carl Roth, Karlsruhe 
Wasserstoffperoxid 30 %, suprapur, 107298 Merck, Darmstadt 
Zinksulfat-Heptahydrat ≥ 99,  %, p.a. 10999  Merck, Darmstadt 
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3.1.2 Materialien 
Material Spezifikation Hersteller 
Dialyseschlauch Ø 27 mm, MWCO 14 kDa, 
Cellulose, D9527-100FT 
Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Einmal-Küvetten halbmikro, 1,5 mL, PMMA Brand, Wertheim 
Einmalspritzen Norm-Ject steril, 1,0 mL neoLab Migge Laborbedarf-
Vertriebs GmbH, Heidelberg 
Elektrophoresegele VarioGel 9 %, 12 Bahnen,  
1,0 mm, 95-80-102 
Biostep, Burkhardtsdorf 
Faltenfilter 595,5; Ø 110 mm Whatman, Dassel 
 1573,5; Ø 125 mm Schleicher & Schuel 
Filterpapierplättchen GF/D; Ø 7 mm Whatman, Dassel 
HPLC-Vials 1,5 mL, 32 × 11,6 mm VWR, Darmstadt 
Hydrolyseröhrchen mit 
Schraubdeckel und Septum 
Duran, 12 × 100 mm Schott, Mainz 
Inserts für HPLC-Vials 200 µL, 15 mm, Spitze VWR, Darmstadt 
Kaffeefilter Größe 4 K classic, Neckarsulm 
Kanülen Sterican Ø 0,8 mm × 50 mm Braun Melsungen AG, 
Melsungen 
Membranfilterscheiben für 
Fließmittelfitration 
GH Polypro 47 mm, 0,45 µm, 
hydrophiles Polypropylen 
Pall, Dreieich 
Mikrotiterplatten 
 
 
 
96-Well transparent, Flachboden, 
PS, unsteril, 781602 
96-Well transparent, Flachboden, 
PS, steril, 82.1581.001 
Brand, Wertheim 
 
Sarstedt, Nümbrecht 
Parafilm "M" 38 m × 10 cm, ST284971605 neoLab Migge Laborbedarf-
Vertriebs GmbH, Heidelberg 
Petrischalen 
 
92 × 16 mm, transparent, PS, mit 
Nocken, steril, 82.1473.001 
Sarstedt, Nümbrecht 
 
Reaktionsgefäße 1,5 mL und 2,0 mL Eppendorf, Hamburg 
Rollrandgläser verschiedene Größen: 5 - 25 mL VWR, Darmstadt 
Rundfilter 589/2, Ø 40,5 mm 
(Weißbandfilter) 
Whatman, Dassel 
Septen für HPLC-Vials PTFE-beschichtet, N8 Carl Roth, Karlsruhe 
Silicium-Wafer blank Infineon Technologies, 
Dresden 
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Material Spezifikation Hersteller 
SPE-Kartuschen 
 
Waters Oasis HLB 6cc (200 mg), 
WAT106202 
Strata C18-E, 500 mg/3 mL,  
8B-S001-HBJ 
Waters, Eschborn 
 
Phenomenex, Torrance, CA, 
USA 
Spritzenvorsatzfilter 0,45 µm, 0,20 µm, regenerierte 
Cellulose 
Whatman, Dassel 
Ultrafiltrationsmembranscheiben 
für Druckfiltration 
47 mm, MWCO 10 kDa, 
Cellulose-Triacetat, 14539 
Sartorius AG, Göttingen 
Ultrazentrifugenröhrchen  
 
dünnwandig, 14 × 89 mm,  
13,2 mL, Polyallomer,  
UZ-PA-13,2 
dickwandig, 14 × 89 mm, 9,2 mL, 
Polyallomer, S5032 
Kisker, Steinfurt 
 
 
Science Services, München 
Zentrifugenröhrchen 15 mL, 50 mL VWR, Darmstadt 
 
3.1.3 Geräte 
Gerät Spezifikation Hersteller 
Aminosäureanalysator S4300 Sykam Chromatographie 
Vertriebs GmbH, 
Fürstenfeldbruck 
Aminosäurenanalysensäule Kationenaustauschersäule LCA, 
K07/Li 
Laserchrom HPLC 
Laboratories Ltd., Rochester, 
Großbritannien 
Analysenwaagen BP 121 S, Genauigkeit 0,0001g 
BP 3100 S, Genauigkeit 0,01 g 
Sartorius, Göttingen 
Autoklav für Trocknung mit 
überkritischem CO2 
SPI-DRY Critical point dryer - 
regular 
SPI Supplies, Glasgow, 
Großbritannien 
Druckfiltrationszelle Ø 47 mm, bis 6 bar, XFUF 047 01 Millipore, Eschborn 
Dynamische Lichtstreuung Zetasizer Nano S mit He-Ne-Laser 
633 nm 
Malvern Instruments, 
Herrenberg 
Elektrophorese 
 
Gelgießkammer SG50, Vertikal-
elektrophoresekammer SE 600 
Spannungsquelle Power Supply 
Model 1000/500 
Thermostat RM6 
Hoefer, Holliston, Ma, USA 
 
Bio-Rad, München 
 
Lauda, Lauda-Königshofen 
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Gerät Spezifikation Hersteller 
Wippschüttler KICK II 
Einschweißgerät Futura Junior 300 
PJR-2 
Elektrophoresekammer für 
Fertiggele 10 x 10 cm, GV101 
digitale Bilderfassung TLC 
Visualizer 
 
Audion, Kleve 
 
Biostep, Burkhardtsdorf 
 
CAMAG Chemie-Erzeugnisse 
und Adsorptionstechnik, 
Muttenz, Schweiz 
Elementanalysator vario MICRO cube Elementar, Hanau 
Evaporator TurboVap LV Zymark Ctr., Hokinton, MA, 
USA 
Gefriertrocknungsanlagen ALPHA 1-2 
ALPHA 1-4 LD plus 
BETA 1-8 K mit Isopropanolbad 
Loc-2m 
Martin Christ, Osterode am 
Harz 
GPC-Säule Superdex 200 10/300 GL GE Healthcare, Freiburg 
GPC-UV WellChrom I-Serie: Pumpe K-
1001, 6-Port/3-Kanal-Injektions- 
und Schaltventil, UV K-2501 
Knauer, Berlin 
Handrefraktometer Refracto 30PX Mettler Toledo, Gießen 
HPLC-Säulen 
 
Eurospher 100-5 C18 
(4,6 × 125 mm) mit Vorsäule des 
gleichen Materials 
Furosine Dedicated Column, 5 µm 
(4,6 × 250 mm) mit Vorsäule des 
gleichen Materials 
Zorbax SB-C17 (2,1 × 50 mm) 
ohne Vorsäule 
Zorbax 300 SB-C8 (4,6 × 150 mm) 
mit SecurityGuard-Vorsäule 
C8 (4 × 3 mm) 
Knauer, Berlin 
 
 
Grace Davison Discovery 
Sciences, Alltech Grom, 
Worms 
Agilent, Böblingen 
 
Agilent, Böblingen  
Phenomenex, Aschaffenburg 
HPLC-UV/DAD, analytisch 
 
WellChrom I-Serie: 4-Kanal 
Degasser, Solvent Organizer 
K-1500, Pumpe K-1001, 
dynamische Mischkammer 
K-5001, Autosampler Basic 
Marathon, Säulenofen 
UV-Detektor K-2501 
DAD-Detektor K-2700 
Knauer, Berlin 
 
 
 
 
 
Knauer, Berlin 
Knauer, Berlin 
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Gerät Spezifikation Hersteller 
ICP-OES Optima 7000 DV, Autosampler 
S10, Kühler PolyScience 6106PE 
PerkinElmer, Waltham, MA, 
USA 
Inkubationsschrank-
Präzisionsbrutschrank 
ICP 400 Memmert, Schwabach 
Kleinschüttler Vortex-Genie 2, G-560-E Scientific Industries, Bohemia, 
NY, USA 
LC-ESI-MS/MS 1200 Series: Degasser G1379B, 
Pumpe G1312A, Autosampler 
G1329A, Thermostat G1330B, 
Säulenofen G1316A, Triple Quad 
LC/MS G6401A mit ESI-Quelle 
Agilent, Böblingen 
Mikrotiterplattenlesegeräte 
 
 
Multiskan Ascent 
 
Synergy Neo 
Thermo LabSystems, 
Egelsbach 
BioTek, Bad Friedrichshall 
Mikrowellen-Druck-System Mikrowelle MARS 6 mit EasyPrep 
Aufschlussgefäß 
CEM, Kamp-Lintfort 
Peristaltikpumpen 
 
Pump-1 
Econo Pump EP1 
Pharmacia Biotech, Freiburg 
Bio-Rad, München 
pH-Messgerät inoLab pH Level 1 Wissenschaftlich-Technische 
Werkstätten, Weinheim 
Photometer Ultrospec 1000 
 
Spekol 1500 
Pharmacia Biotech, Cambridge, 
Großbritannien 
Analytik Jena, Jena 
Rasterelektronenmikroskop UHR Cold-Emission FE-SEM 
SU8020 mit Triple-Detektor-
System 
Hitachi High-Technolgies, 
Tokio, Japan 
Rühr-Heizwerk RH basic IKA-Werke, Staufen 
Rührwerk Mini MR Standard IKA-Werke, Staufen 
Sputter Coater Q150 ES Quorum Technologies, Lewes, 
Großbritannien 
Titrierautomaten Titrino 702 SM mit Stirrer 728 
Elektroden: Cu-ISE 6.0502.140,                      
                    Ag/AgCl 6.0750.100 
Titrino 718 STAT 
pH-Elektrode 6.0232.100 
Metrohm, Filderstadt 
 
 
 
Trockenschrank UT 12 Heraeus, Hanau 
Ultraschallbäder 
 
Sonorex Super RK 52 H 
Sonorex Super RK 510 
Bandelin electronic, Berlin 
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Gerät Spezifikation Hersteller 
Ultraschallhomogenisator Sonoplus HD 2070 mit 
Mikrospitze MS 72 
Bandelin electronic, Berlin 
Ultrazentrifugen Optima XE-90 mit SW 41 Ti-
Ausschwingrotor  
Sorvall Discovery 100S mit 
Sorvall TH-641-Ausschwingrotor 
Beckman Coulter, Krefeld 
 
Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA 
Vakuumkonzentrator Savant SPD131DDA Speed Vac 
Concentrator, Kühlfalle RVT4104, 
Pumpe OFP-400 
Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA 
Vakuumpumpe MZ 2C Vacuubrand, Wertheim 
Zentrifugen Centrifuge 5804R 
Heraeus Biofuge Stratos 
 
Cryofuge 6000i 
Eppendorf, Hamburg 
Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA 
Heraeus, Hanau 
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 3.2 Gewinnung des Probenmaterials 
Als Probenmaterial diente die Rohmilch verschiedener Säugetiere. Im Folgenden sind die 
Tierart sowie die Art und Herkunft des Probenmaterials aufgeführt (Tab. 7). 
 
Tab. 7: Art und Herkunft des Probenmaterials 
Tierart Art der Milch Herkunft 
Kuh 
(Braunvieh, Schwarzbunte) 
frische Rohmilch Vorwerk Podemus, Dresden 
Büffel 
(Wasserbüffel) 
frische Rohmilch Landgut Chursdorf, Penig 
Schaf 
(Ostfriesisches Milchschaf) 
frische Rohmilch Schuberts Milchschafhof, Saultitz 
Ziege 
(Weiße Deutsche Edel-
ziege, Saanenziege) 
frische Rohmilch Ziegenhof Winter, St. Egidien 
Kamel 
(Dromedar) 
tiefgefrorene Rohmilch (in 500 g 
Portionen) 
Kamelenmelkerij Smits, TC 
Berlicum (Niederlande) 
Pferd 
(Deutsches Sportpferd) 
tiefgefrorene naturbelassene 
Vorzugsmilch (in 150 g Portionen) 
NaturOase Sachsen, Oederan 
Esel tiefgefrorene Rohmilch (in 1000 g 
Portionen) 
Asinerie d’Embazac, L’Isle 
Jourdain (Frankreich) 
Mensch unbehandelte Milch verschiedener 
Laktationszeitpunkte  
verschiedene Spenderinnen 
 
3.2.1 Herstellung von Magermilchpulver 
Zur Herstellung des Magermilchpulvers wurde zunächst frische Rohmilch bei 2000 × g für 
20 min bei 4 °C zentrifugiert und das dadurch aufgerahmte Milchfett abgeschöpft. Zur 
Entfernung verbleibender Fettpartikel wurde die Milch anschließend durch einen Kaffeefilter 
filtriert. 
Die entfettete Rohmilch wurde gefriergetrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei -18 °C 
gelagert. 
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3.2.2 Isolierung der Caseinmicellen 
Die Caseinmicellen (CM) wurden aus rekonstituierter Magermilch isoliert. Das methodische 
Vorgehen hierfür wurde im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Anja 
Dürasch (Dürasch, 2013) entwickelt. Dazu wurde das gewonnene Magermilchpulver mit so 
viel Reinstwasser versetzt, wie der ursprünglichen Magermilch bei der Trocknung entzogen 
wurde und für 30 min bei 20 °C gerührt. 
10 mL der rekonstituierten Magermilch wurden in dünnwandige Ultrazentrifugenröhrchen 
pipettiert und durch Ultrazentrifugation bei 100000 × g für 60 min bei 20 °C getrennt. Dabei 
setzen sich die Caseinmicellen als Pellet am Boden des Zentrifugenröhrchens ab, während die 
Molke, die die Molkenproteine, freie Caseine, Lactose und verschiedene Salze enthält, im 
Überstand verbleibt. Nach vorsichtigem Abschöpfen von verbliebenem Milchfett und 
Verwerfen des Überstands wurden die Caseinmicellen zur Entfernung anhaftender 
Molkenproteinrückstände mit 8 mL synthetischem Milchultrafiltrat (SMUF) der jeweiligen 
Tierart versetzt und die Micellen mit einem Spatel dispergiert. Die erhaltene Suspension 
wurde erneut bei 100000 × g für 30 min bei 20 °C ultrazentrifugiert. Der Waschschritt wurde 
im Anschluss ein weiteres Mal wiederholt. Die so isolierten Caseinmicellpellets können 
bei -18 °C bis zu 14 Tagen gelagert werden. 
Die Herstellung der synthetischen Milchultrafiltrate erfolgte in Anlehnung an Jenness & 
Koops (1962) und ist in Kapitel 3.2.3 erläutert. 
 
3.2.3 Herstellung tierartspezifischer SMUF 
Synthetisches Milchultrafiltrat enthält alle in der Molke von Säugetieren vorkommenden 
Salze, ohne Molkenproteine und Lactose. Da jedes Säugetier eine tierartspezifische 
Salzzusammensetzung aufweist, die einen erheblichen Einfluss auf die Formierung der 
Caseinmicellen hat, ist es notwendig für jede Tierart einen tierartspezifischen SMUF 
herzustellen. 
Die Zusammensetzung des SMUFs, der zur Aufarbeitung boviner Caseinmicellen verwendet 
wurde, entspricht der Literatur (Jenness & Koops, 1962). Die Herstellung der SMUFs für alle 
anderen Tierarten wurde an den bovinen SMUF angelehnt und basiert auf Berechnungen aus 
den im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Kati Emmerich (Emmerich, 
2015) experimentell ermittelten Salzgehalten der Milchultrafiltrate. Als Grundlage für die 
Milchultrafiltrate diente die Molke, die nach der Ultrazentrifugation der Rohmilch als 
Überstand erhalten wurde (Kapitel 3.2.2). Diese wurde zur Entfernung der enthaltenen 
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Molkenproteine über eine Cellulose-Triacetat-Membran (MWCO 10 kDa) druckfiltriert und 
die Ultrafiltrate anschließend auf ihre Mineralgehalte analysiert. Die Bestimmung der 
Elemente Calcium, Magnesium, Natrium, Kalium, Phosphor und Schwefel erfolgte dabei mit 
Hilfe der ICP-OES und ist in Kapitel 3.8.2 erläutert. Die Chlorid-Gehalte der jeweiligen 
Ultrafiltrate wurden mittels potentiometrischer Titration und die Citrat-Gehalte enzymatisch 
bestimmt (Kapitel 3.8.3.1 und 3.8.4). Anhand der daraus berechneten Salzgehalte ergeben 
sich die in Tab. 8 aufgeführten Einwaagen zur Herstellung von jeweils 50 mL Lösung 
A und B. 
 
Tab. 8: Salzeinwaagen und pH-Werte zur Herstellung tierartspezifischer SMUFs 
 Lösung A [g/50 mL] Lösung B [g/50 mL] SMUF 
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Kuh 3,95 3,00 4,46 0,45 1,50 3,30 1,63 6,75 
Büffel 4,03 0,12 4,04 0,48 - 3,09 1,69 6,50 
Schaf 6,94 - 4,62 0,68 1,05 2,66 1,92 6,45 
Ziege 3,72 - 3,33 0,56 6,33 2,61 1,58 6,60 
Kamel 4,56 - 5,28 0,34 0,91 4,99 0,73 6,35 
Stute 2,59 2,43 1,17 0,16 - 2,44 0,80 6,80 
Esel 1,52 0,79 1,19 0,14 - 1,48 0,71 7,20 
Mensch 1,17 0,19 1,60 0,15 - 1,85 0,85 6,75 
 
Zur Herstellung von 500 mL tierartspezifischem SMUF wurden 400 mL Reinstwasser 
vorgelegt und unter starkem Rühren mit jeweils 10 mL Lösung A und B versetzt. Nach 
Zugabe von 0,15 g Kaliumcarbonat erfolgte die Einstellung des pH-Werts mit 0,1 M 
Kalilauge bzw. bei humanem SMUF mit 0,1 M Salzsäure. Der eingestellte pH-Wert 
entspricht dabei dem natürlichen pH-Wert ± 0,5 in der entfetteten Rohmilch. Zur 
Konservierung wurde die Lösung mit 0,02 % Natriumazid versetzt und anschließend im 
Maßkolben mit Reinstwasser auf 500 mL aufgefüllt. 
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3.2.4 Herstellung der Caseinmicellsuspensionen 
Die Methoden zur Herstellung der Caseinmicellsuspensionen wurden im Rahmen der 
wissenschaftlichen Abschlussarbeiten von Anja Dürasch (Dürasch, 2013) und Kati Emmerich 
(Emmerich, 2015) entwickelt. 
Die Resuspendierung der Caseinmicellpellets, die für die tierartspezifische Charakterisierung 
sowie für Beladungsversuche mit Lysozym verwendet wurden, erfolgte direkt im 
Ultrazentrifugenröhrchen durch Zugabe von 5 mL tierartspezifischem SMUF und 
vorsichtigem Verrühren mit einem Spatel. Diese Suspension wurde anschließend zweimal für 
jeweils 2 min mittels Ultraschallhomogenisator ohne Pulsung und einer Amplitude von 70 % 
behandelt. Um eine Erhitzung der Proben während des Homogenisierungsprozesses zu 
vermeiden, wurden die Probenröhrchen zwischen den Zyklen mit kaltem Wasser gekühlt. Aus 
Humanmilch gewonnene Caseinmicellpellets wurden aufgrund der geringen Micellmenge nur 
einmalig für 2 min ultraschallhomogenisiert. Anschließend wurde die jeweilige Suspension 
aus dem Ultrazentrifugenröhrchen unter Nachspülen mit 2 mL SMUF in ein Rollrandgläschen 
überführt. 
Caseinmicellpellets, die für Glykierungsexperimente (Kapitel 3.3) verwendet wurden, wurden 
mit insgesamt 6 × 1 mL SMUF unter Verrühren mit einem Spatel in ein Rollrandgläschen 
überführt und für 30 min im Ultraschallbad behandelt. 
Die nach beiden Verfahren hergestellten Suspensionen wurden über Nacht bei 5 - 6 °C 
gerührt. Aufgrund der reversiblen Depletion von β-Casein bei Temperaturen unter 20 °C 
(Walstra, 1990), wurden die Suspensionen im Anschluss für 30 min bei Raumtemperatur 
(RT) temperiert und im Maßkolben mit SMUF jeweils auf 10 mL aufgefüllt, um die 
Ausgangscaseinmicellkonzentration wieder zu erhalten.  
 
3.2.5 Herstellung von Natrium-Caseinat 
Natrium-Caseinat (NaCas) diente für die Glykierungsstudien als Modell für nicht-micellares 
Casein, da es nicht in der Lage ist, zu Caseinmicellen zu assoziieren. Zur Vergleichbarkeit der 
experimentellen Ergebnisse wurde das Natrium-Caseinat aus derselben Charge Kuhmilch 
hergestellt, die auch zur Isolierung der Caseinmicellen verwendet wurde. 
Die Herstellung des Natrium-Caseinats aus Rohmilch erfolgte in Anlehnung an Recio & 
Olieman (1996) und Siegl (2003). 
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Folgende Lösung wurde benötigt: 
1 M Natrium-Acetat-Puffer (pH 4,3): 222 mL Eisessig und 106,6 g Natrium-Acetat in entionisiertem 
Wasser lösen und auf 5000 mL ergänzen 
 
Zu 5 L entfetteter Rohmilch wurden unter Rühren mit einem Blattrührer (70 U/min) 4 L 1 M 
Natrium-Acetat-Puffer (pH 4,3) gegeben, um einen pH-Wert von 4,5 einzustellen. Die 
präzipitierten Caseine wurden im Anschluss durch Zentrifugation bei 2000 × g für 20 min bei 
4 °C von der Molke abgetrennt. Der Überstand wurde verworfen und die Caseine durch 
Zugabe von 1 L entionisiertem Wasser und kontinuierlichem Rühren mit einem Blattrührer 
(130 U/min) wieder suspendiert. Mit Hilfe von 1 M Natronlauge wurde der pH-Wert der 
Suspension auf 7,0 eingestellt und die ausgefallenen Caseine somit erneut in Lösung gebracht. 
Anschließend wurde der Fällungsschritt zweimal wiederholt. Zur Entfernung des anhaftenden 
Milchfetts wurde das mit Säure gefällte Casein zweimal mit jeweils 1 L Aceton und zweimal 
mit jeweils 1 L Ethanol gewaschen. Zur besseren Entfettung wurde die Suspension dabei 
jeweils mit einem Blattrührer für 5 min bei 130 U/min gerührt und der Überstand 
anschließend durch einen Kaffeefilter abgegossen und verworfen. Nach vollständigem 
Abdampfen des Lösungsmittels wurde das Säurecasein in 250 mL Reinstwasser suspendiert 
und mit Hilfe von 1 M Natronlauge auf pH 7,0 eingestellt. Das vollständig gelöste Natrium-
Caseinat wurde im Anschluss gefriergetrocknet und bis zur Verwendung bei -18 °C gelagert. 
Der Proteingehalt des Natrium-Caseinats wurde nach Kapitel 3.8.1.2 zu 86,8 ± 0,3 g/100 g 
bestimmt. 
 
3.2.6 Gewinnung von nicht-micellarem Casein 
Als Grundlage für nicht-micellares Casein diente das nach Kapitel 3.2.6 hergestellte Natrium-
Caseinat. 
Für die Isolierung des nicht-micellaren Caseins wurden 3,11 g Natrium-Caseinat in eine 
Laborflasche eingewogen und mit 60 mL SMUF versetzt. Die Suspension wurde für 30 min 
im Ultraschallbad behandelt und anschließend über Nacht bei 5 - 6 °C gerührt. Nach 
Temperieren für 1 h bei RT wurde die Suspension zu jeweils 10 mL auf 
Ultrazentrifugenröhrchen aufgeteilt und bei 100000 × g für 60 min und 20 °C zentrifugiert. 
Der Überstand, der das nicht-micellare Casein enthält, wurde abgenommen und nach der 
Bestimmung des Proteingehalts direkt für die Glykierungsexperimente verwendet.  
Der Proteingehalt der nicht-micellaren Caseinsuspension wurde mit Hilfe der 
Bradford-Methode (Kapitel 3.8.1.1) bestimmt. 
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 3.3 Glykierung boviner Caseinmicellen 
Die Glykierungsexperimente wurden zum einen mit Caseinmicellen und zum anderen mit 
nicht-micellarem Casein bei 100 °C durchgeführt, wobei die Glykierung in Gegenwart von 
4,7 % Glucose bzw. Lactose erfolgte. 
Folgende Lösungen wurden benötigt: 
Glucose-SMUF 20 %: 20,00 g D-Glucose in SMUF lösen und auf 100 mL auffüllen 
Lactose-SMUF 20 %: 20,00 g Lactose in SMUF lösen und auf 100 mL auffüllen 
SMUF: boviner SMUF entsprechend Kapitel 3.2.3  
 
Es wurden jeweils die Caseinmicellpellets, die aus 100 mL Magermilch isoliert wurden, 
entsprechend Kapitel 3.2.4 in einer Laborflasche resuspendiert und nach dem Temperieren auf 
RT in einen 100 mL-Maßkolben überführt. Zu den Caseinmicellsuspensionen wurden jeweils 
23,5 mL einer 20 %igen Glucose- bzw. Lactose-SMUF-Lösung zugegeben und mit SMUF 
auf 100 mL aufgefüllt. In gleicher Weise wurden Probelösungen ohne Zuckerzusatz 
hergestellt. Um nicht vollständig gelöste Caseinmicellpelletbestandteile aus den Suspensionen 
zu entfernen, wurden diese zunächst bei 500 × g für 10 min bei RT zentrifugiert. Jeweils 
10 mL des Überstands wurden anschließend in Schraubreagenzgläser pipettiert und für 1 min 
mit Stickstoff gespült. Die Inkubation der Proben erfolgte im Sandbad bei 100 °C für 1, 2 und 
4 h. Nach Beendigung der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Inkubationsröhrchen sofort 
mit kaltem Wasser abgekühlt. Zusätzlich wurden Proben ohne Erhitzung mitgeführt. Im 
Anschluss wurden die Proben zur Isolierung der Caseinmicellen bei 100000 × g für 60 min 
bei 20 °C ultrazentrifugiert. Der Überstand, der aus dem Micellverband freigesetzte Caseine 
enthielt, wurde abgenommen und zur Bestimmung des extra-micellaren Caseinanteils 
(Kapitel 3.8.1.2) verwendet. Die isolierten Caseinmicellpellets wurden nach Kapitel 3.2.4 
erneut in SMUF suspendiert und die Suspensionen für weitere Untersuchungen verwendet.  
Zur Charakterisierung der Proteinoligomerisierung (Kapitel 3.8.9), des hydrodynamischen 
Durchmessers (Kapitel 3.8.13) und der Struktur (Kapitel 3.8.14) glykierter Caseinmicellen 
sowie für Untersuchungen zur Stabilität gegenüber einem Calciumentzug, wurden die 
erhaltenen Caseinmicellsuspensionen direkt eingesetzt. Für die Bestimmung verschiedener 
Maillard-Reaktionsprodukte mussten zunächst nicht-reagierte Zucker sowie enthaltene Salze 
aus den Suspensionen entfernt werden. Dazu wurden die Suspensionen für 48 h bei 5 - 6 °C 
gegen entionisiertes Wasser dialysiert (MWCO 14 kDa) und anschließend gefriergetrocknet. 
Für den Vergleich mit nicht-micellarem Casein wurde von der nach Kapitel 3.2.6 
hergestellten Caseinsuspension so viel in einen 100 mL-Maßkolben pipettiert, dass sich die 
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gleiche Proteinkonzentration ergab wie in den Caseinmicellsuspensionen (2,0 % Protein, 
m/v). Die weiteren Aufarbeitungsschritte erfolgten analog den Caseinmicellsuspensionen. Da 
nach der Ultrazentrifugation der glykierten, nicht-micellaren Suspensionen kein Rückstand im 
Zentrifugenröhrchen zu verzeichnen war, wurde für alle weiteren Bestimmungen die gesamte 
Suspension verwendet. 
 
 3.4 Fraktionierung von Caseinmicellen 
Zur Untersuchung größenabhängiger Eigenschaften boviner Caseinmicellen wurden diese, im 
Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Mathias Jäser (Jäser, 2014), mittels 
gestufter Ultrazentrifugation entsprechend ihrer Größe fraktioniert. Dazu wurden 30 mL der 
entsprechend Kapitel 3.2.4 und 3.3 hergestellten Caseinmicellsuspension in ein 
50 mL-Zentrifugenröhrchen überführt und zunächst bei 500 × g für 10 min bei RT 
vorzentrifugiert, um nicht vollständig gelöste Aggregate der Caseinmicellpellets abzutrennen. 
Von der vorzentrifugierten Suspension wurden jeweils 10 mL in dünnwandige 
Ultrazentrifugenröhrchen pipettiert und entsprechend Tab. 9 bei 20 °C fraktioniert 
zentrifugiert. Der Überstand jedes Fraktionierungsschritts wurde abgenommen, in ein neues 
Ultrazentrifugenröhrchen überführt und für den nächsten Schritt verwendet. 
 
Tab. 9: Zentrifugationsbedingungen für die fraktionierte Ultrazentrifugation boviner Caseinmicellen 
Fraktion Zentrifugalbeschleunigung [× g] Zeit [min] 
1 15000 15 
2 30000 30 
3 60000 30 
4 100000 60 
 
 3.5 Beladung der Caseinmicellen mit Lysozym 
Caseinmicellen verschiedener Säugetiere können für eine Vielzahl von Substanzen als 
natürliche Nanocarrier dienen, weshalb die Caseinmicellen verschiedener Säugetiere auf ihre 
Transportfunktion für die biofunktionelle Substanz Lysozym untersucht wurden. Die Methode 
zur Beladung der Micellen mit Lysozym wurde im Rahmen der wissenschaftlichen 
Abschlussarbeiten von Kati Emmerich (Emmerich, 2015) und Claudia Eckoldt (Eckoldt, 
2016) entwickelt und optimiert. 
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Folgende Lösung wurde benötigt: 
Lysozym-Stammlösung 50 mg/mL    
(frisch herstellen):  
0,5 g Lysozym aus Hühnereiweiß (HEWL) in 7 mL tierart-
spezifischem SMUF (Tab. 8) unter Rühren lösen, mit 0,5 M 
Natronlauge auf pH-Wert des jeweiligen SMUFs einstellen, 
mit tierartspezifischem SMUF auf 10 mL auffüllen 
 
Für die Beladung der Caseinmicellen mit Lysozym wurden die nach Kapitel 3.2.4 
hergestellten Caseinmicellsuspensionen verschiedener Säugetierarten zur Entfernung nicht 
vollständig suspendierten Micellmaterials zunächst bei 300 × g für 10 min bei RT 
zentrifugiert. Anschließend wurden die erhaltenen Überstände durch Verdünnung mit dem 
entsprechenden SMUF auf einen Proteingehalt von 5 mg/mL standardisiert. Aufgrund des 
geringen Caseingehalts in Esel- und Humanmilch wurden diese Caseinmicellensuspensionen 
durch die Verwendung von mehreren Caseinmicellpellets in 10 mL Micellsuspension 
aufkonzentriert. Der Proteingehalt der Caseinmicellsuspensionen wurde mit Hilfe der 
Proteinbestimmung nach Bradford (Kapitel 3.8.1.1) ermittelt. 
Die Lysozym-Beladung der Caseinmicellen erfolgte mit verschiedenen Lysozym-
Konzentrationen. Dazu wurden aus der 50 mg/mL Lysozym-Stammlösung Standardlösungen 
mit 2,5, 5, 10, 15 und 25 mg HEWL/mL in tierartspezifischem SMUF hergestellt. Der exakte 
Gehalt der HEWL-Stammlösung wurde photometrisch bei λ = 280 nm nach dem Lambert-
Beer’schen Gesetz unter Einbeziehung des Extinktionskoeffizienten (ε = 2,65 L mg-1 cm-1) 
nach Steiner (1964) bestimmt. 
Jeweils 2,7 mL der auf 5 mg/mL Protein standardisierten Caseinmicellsuspensionen wurden 
in 7 mL-Rollrandgläschen vorgelegt und unter Rühren über 40 min mit insgesamt 300 µL der 
jeweiligen Lysozym-Standardlösung versetzt. Die Zugabe erfolgte dabei jeweils nach 10 min 
zu 75 µL. Die Lysozym-Konzentrationen in den Suspensionen entsprachen somit einem 
Zehntel der Lysozym-Standardlösungen. Zusätzlich wurde jeweils ein Probenansatz ohne 
Lysozym mitgeführt. Die Inkubation der einzelnen Testreihen wurde unter Rühren bei RT für 
insgesamt 18 h durchgeführt. 
Nach der Inkubation wurden jeweils 3 mL des entsprechenden SMUFs in die Lösungen 
zugegeben und die Suspensionen zur Entfernung aggregierter Proteine bei 300 × g für 10 min 
bei RT vorzentrifugiert. 1 mL des jeweiligen Überstands wurden abgenommen und zur 
Bestimmung des Trübungsindexes (Kapitel 3.8.12), des Brechungsindexes, des 
hydrodynamischen Durchmessers mittels Dynamischer Lichtstreuung (DLS) (Kapitel 3.8.13) 
sowie zur Quantifizierung des Lysozymgehalts mittels RP-HPLC (Kapitel 3.8.10) verwendet. 
Die verbliebenen Lösungen wurden in ein dickwandiges Ultrazentrifugenröhrchen überführt 
und bei 100000 × g für 60 min bei 20 °C ultrazentrifugiert. Nach der Ultrazentrifugation 
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wurden die Überstände abgenommen und zur Quantifizierung des extra-micellaren Lysozyms 
eingesetzt (Kapitel 3.8.10).  
 
 3.6 Untersuchungen zur Stabilität der Caseinmicellen gegenüber 
Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N‘,N‘-tetraessigsäure 
(EGTA) 
Mit Hilfe der Untersuchungen zur Stabilität der Caseinmicellen gegenüber EGTA sollte der 
Einfluss von Calcium auf die Micellstabilität beurteilt und die Bindungsverhältnisse in den 
Caseinmicellen charakterisiert werden. EGTA diente dabei als Calciumkomplexbildner, da es 
gegenüber Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) eine höhere Affinität zu Ca
2+
- und weniger 
zu Mg
2+
-Ionen zeigt. 
Folgende Lösung wurde benötigt: 
EGTA-Stammlösung 600 mM: 5,70 g getrocknetes (103 °C, 18 h) EGTA mit 10 mL 
Reinstwasser versetzen und unter Rühren so viel 
10 M Natronlauge zugeben bis der Feststoff vollständig gelöst 
ist, mit Reinstwasser auf 25 mL auffüllen 
 
Die Stabilitätstests mit den Caseinmicellsuspensionen verschiedener Säugetiere wurden im 
Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Kati Emmerich (Emmerich, 2015) 
durchgeführt. Hierfür wurden die nach Kapitel 3.2.4 hergestellten Micellsuspensionen auf 
einen Calcium-Gehalt von 0,5 mg/mL standardisiert. Die Verdünnung der Suspensionen mit 
tierartspezifischem SMUF erfolgte dabei entsprechend den mittels ICP-OES (Kapitel 3.8.2) 
ermittelten Calciumgehalten. Aufgrund des geringen Caseingehalts in Esel- und Humanmilch 
wurden diese Suspensionen, entsprechend des ermittelten Proteingehalts, durch die 
Verwendung von mehreren Caseinmicellpellets in 10 mL Micellsuspension aufkonzentriert. 
Für die Untersuchungen der EGTA-Stabilität glykierter Caseinmicellen wurden direkt die 
nach Kapitel 3.3 inkubierten und nach Ultrazentrifugation resuspendierten 
Caseinmicellsuspensionen eingesetzt. 
Die Stabilität der Caseinmicellen gegenüber einem Calciumentzug wurde im 
Konzentrationsbereich zwischen 0 und 27 mM EGTA untersucht. Dazu wurden aus der 
600 mM EGTA-Stammlösung Standardlösungen mit jeweils 15, 40, 80, 150, 200 und 
270 mM EGTA hergestellt. Das Verdünnen der Stammlösung erfolgte jeweils mit 
Reinstwasser. 
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Jeweils 2,7 mL der jeweiligen Caseinmicellsuspensionen wurden in ein 4 mL Rollrandglas 
vorgelegt und unter Rühren über 2 h mit insgesamt 300 µL der verschiedenen 
EGTA-Standardlösungen versetzt. Die Zugabe erfolgte dabei jeweils nach 30 min zu 75 µL. 
Die EGTA-Konzentrationen in den Suspensionen entsprachen somit einem Zehntel der 
EGTA-Standardlösungen. Zusätzlich wurde jeweils ein Probenansatz ohne EGTA mitgeführt. 
Die Inkubation der einzelnen Testreihen wurde unter Rühren bei RT für insgesamt 18 h 
durchgeführt. 
Nach der Inkubation wurden 500 µL der Inkubationslösung abgenommen und zur 
Bestimmung des Proteingehalts nach Bradford (Kapitel 3.8.1.1), des Trübunsgindexes 
(Kapitel 3.8.12) sowie des hydrodynamischen Durchmessers mittels DLS (Kapitel 3.8.13) 
verwendet. 
Jeweils 2,3 mL der destabilisierten Lösungen wurden in ein dickwandiges 
Ultrazentrifugenröhrchen überführt und mit 2,3 mL Reinstwasser versetzt. Nach 
Ultrazentrifugation bei 100000 × g für 60 min bei 20 °C wurden die Überstände abgenommen 
und zur Bestimmung des extra-micellaren Caseins eingesetzt. 
 
 3.7 Herstellung artifizieller Caseinmicellen 
Die Herstellung der artifiziellen Caseinmicellen erfolgte im Rahmen der wissenschaftlichen 
Abschlussarbeit von Franka Seehagen (Seehagen, 2014) in Anlehnung an Schmidt et al. 
(1977). 
Folgende Lösungen wurden benötigt: 
Salzlösung 1: 1,18 g Magnesiumchlorid-Hexahydrat und 6,31 g 
Calciumchlorid-Dihydrat in Reinstwasser lösen, mit 0,02 M 
Salzsäure auf pH 6,7 einstellen und mit Reinstwasser auf 
100 mL auffüllen 
Salzlösung 2: 3,13 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat und 2,39 g 
Kaliumdihydrogenphosphat in Reinstwasser lösen, mit 0,02 M 
Salzsäure auf pH 6,7 einstellen und mit Reinstwasser auf 
100 mL auffüllen 
Salzlösung 3:  2,85 g Citronensäure (wasserfrei) in Reinstwasser lösen, mit 
1 M Kalilauge auf pH 6,7 einstellen und mit Reinstwasser auf 
100 mL auffüllen 
 
Caseinlösung, 6,3 % (m/v) 
 
6,3 g reines Natrium-Caseinat (Kapitel 3.2.5) in Reinstwasser 
lösen, mit 1 M Natronlauge auf pH 6,7 einstellen und mit 
Reinstwasser auf 100 mL auffüllen 
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Zur Herstellung der artifiziellen Caseinmicellen wurden 13,75 mL Reinstwasser in ein 
100 mL Becherglas vorgelegt und dieses unter Rühren im Wasserbad auf 37 °C vortemperiert. 
Die Salzlösungen sowie die Proteinlösung wurden mit Hilfe von Peristaltikpumpen für eine 
Stunde kontinuierlich in das vorgelegte Reinstwasser getropft. Der pH-Wert der Lösung 
wurde mittels pH-Meter und angeschlossenem automatischen Titriergerät (Titrino 718 STAT) 
kontinuierlich durch Zugabe von 1 M Natronlauge bei pH 6,7 gehalten. Nach einer Stunde 
wurde das Zutropfen der Lösungen über die Peristaltikpumpen beendet und die entstandene 
Caseinmicellsuspension für 2,5 h bei 37 °C weiter gerührt. In Tab. 10 sind die 
Versuchsbedingungen zusammengefasst dargestellt und die Einstellungen des automatischen 
Titriergeräts gehen aus Tab. 11 hervor. 
 
Tab. 10: Versuchsbedingungen zur Herstellung artifizieller Caseinmicellen 
Parameter Bedingung 
Versuchstemperatur 37 °C 
pH-Wert der artifiziellen Caseinmicelllösung 6,7 
Gesamtreaktionsdauer 3,5 h 
Dauer des Zutropfens 1 h 
Dauer des Rührens 2,5 h 
Tropfgeschwindigkeit Peristaltikpumpen  
Proteinlösung 15 mL/h 
Salzlösungen jeweils 2,5 mL/h 
Gesamtvolumen Caseinmicellsuspension 36,25 mL 
vorgelegtes Reinstwasser 13,75 mL 
Proteinlösung 15,00 mL 
Salzlösungen jeweils 2,5 mL 
 
Zur Variation der Zusammensetzung der artifiziellen Caseinmicellen wurde eine 5,3 %ige 
Natrium-Caseinat-Lösung hergestellt, diese mit 1 % reinem αS-, β- oder κ-Casein versetzt und 
wie oben beschrieben behandelt. Die Herstellung der artifiziellen Caseinmicellen erfolgte in 
der bereits erläuterten Art und Weise. 
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Tab. 11: Parameter zur kontinuierlichen Überwachung und Einstellung des pH-Werts mit Hilfe des 
Titrino 718 STAT zur Herstellung arifizieller Caseinmicellen 
Parameter Einstellung Parameter Einstellung 
Regelparameter 
EP bei pH 6,7 Max. Rate 0,08 mL/min 
Regelbereich 0,01 Min. Rate 999,9 µL/min 
Titrationsparameter 
Start V aus Zeitintervall 2 s 
Pause 0 s Titr. Richtung auto 
Startzeit 0 s Messeingang 1 
Start pH aus Temperatur 37,0 °C 
Startrate aus mL/min   
Abbruchbedingungen 
Stoppzeit aus Stopprate aus mL/min 
Stopp V aus Füllgeschw. max. mL/min 
Statistik 
Status aus   
Auswertung 
u. Grenze 1 aus s Fix-Zeit 1 aus V (tot) 
Fix-V 1 aus s   
Überwachung 
Messwert ein Rate aus 
u. Grenze pH 0 Temperatur aus 
o. Grenze pH 6,72 I/O Zuordnung keine 
Aktion warten   
Vorwahl 
Ident. abfragen aus Rate anzeigen aus 
Einmass abfragen aus Aktivierpuls aus 
 
Die so hergestellten Caseinmicellsuspensionen wurden anschließend zur Bestimmung des 
hydrodynamischen Durchmessers mittels Dynamischer Lichtstreuung (Kapitel 3.8.13) 
verwendet. 
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 3.8 Analytische Methoden 
3.8.1 Proteinbestimmung 
3.8.1.1 Bestimmung des Proteingehalts nach Bradford 
Mit Hilfe der Proteinbestimmung nach Bradford wurde der Proteingehalt der 
Caseinmicellsuspensionen verschiedener Säugetiere erfasst sowie der Anteil an 
extra-micellarem Casein, welches sich nach Ultrazentrifugation der Micellsuspensionen im 
Überstand befand, ermittelt. Die photometrische Methode beruht auf der Bindung des 
Farbstoffs Coomassie-Brilliantblau G-250 an basische und hydrophobe Aminosäureseiten-
ketten der Proteine. Dabei kommt es zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums des 
Farbstoffs von λ = 465 nm (rot-braun) zu λ =  9  nm (blau), die im blauen 
Wellenlängenbereich detektiert werden kann. Die Methode ermöglicht es, Proteine ab einem 
Molekulargewicht von 3 - 5 kDa nachzuweisen. (Bradford, 1976; Rosenberg, 1996) 
Die Durchführung erfolgte in Anlehnung an Bradford (1976) - Mikroassay. 
Folgende Lösungen wurden benötigt: 
Bradford-Reagenz: 20 mg Coomassie-Brilliantblau G-250 in 10 mL 99 %igem 
Ethanol lösen, 20 mL 85 %ige o-Phosphorsäure und 100 mL 
Reinstwasser zugeben, 20 min rühren und anschließend mit 
Reinstwasser auf 200 mL auffüllen, nach Filtration durch 
einen Faltenfilter zur vollständigen Reaktion über Nacht bei 
4 - 7 °C aufbewahren, vor Verwendung erneut filtrieren 
(0,45 µm) 
Natrium-Caseinat-Stammlösung 
10 mg/mL: 
60,4 mg Natrium-Caseinat (Proteingehalt 82,8 %) in 
Reinstwasser lösen und auf 5 mL auffüllen 
Natrium-Caseinat-Standardlösung 
100 µg/mL:  
100 µL der 1 %igen Natrium-Caseinat-Stammlösung auf 
10 mL mit Reinstwasser auffüllen 
 
Zur Herstellung der Probenlösungen wurden die Caseinmicellsuspensionen bzw. Überstände 
so mit Reinstwasser verdünnt, dass sich ein Proteingehalt zwischen 10 und 100 µg/mL ergab. 
Jeweils 50 µL der verdünnten Probenlösungen wurden in eine 96-Well-Mikrotiterplatte 
pipettiert. Im Anschluss wurden 200 µL Bradford-Reagenz mit Hilfe einer Multichannel-
Pipette zugegeben und die Messlösung mit einem Rührspatel vermischt. Nach 10 min 
Reaktionszeit wurde die Absorption bei 620 nm und 25 °C an einem 
Mikrotiterplattenlesegerät (Multiskan Ascent) vermessen. Die Aufnahme der Daten erfolgte 
mit der Software Ascent V.2.6. Zur Quantifizierung des Proteingehalts wurde analog den 
Probenlösungen eine Kalibrierung mitgeführt. Die Kalibrierlösungen wurden aus der 
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100 µg/mL Natrium-Caseinat-Standardlösung durch Verdünnen mit Reinstwasser im Bereich 
von 10 - 100 µg/mL hergestellt. 
Zur Erfassung des extra-micellaren Caseins in den Caseinmicellsuspensionen wurden diese 
bei 100000 × g für 60 min bei 20 °C bzw. die Humanmicellsuspensionen bei 37 °C 
ultrazentrifugiert und anschließend die Proteingehalte in den Überständen bestimmt. 
Aus dem Proteingehalt der Suspension und des Überstands wurde der Anteil an 
extra-micellarem Casein nach folgender Formel (1) berechnet: 
 
extra-mi ellares Casein       
Protein ehalt im  berstand
Protein ehalt in  uspension
   100   (1) 
 
3.8.1.2 Elementaranalyse 
Die Proteinbestimmung mittels Elementaranalyse diente der Bestimmung des Proteingehalts 
der glykierten und gefriergetrockneten Suspensionen sowie der nach Ultrazentrifugation 
erhaltenen Überstände (vgl. Kapitel 3.3). Die Verwendung der Elementaranalyse war 
aufgrund geringer zur Verfügung stehender Probenmengen und der Blockierung von 
Lysin-Resten durch die Glykierungsreaktionen notwendig. Die Durchführung erfolgte an der 
Professur für Anorganische Molekülchemie der TU Dresden, freundlicherweise durch 
Stephen Schulz. 
Für die Elementaranalyse wurden jeweils 2 mg der Proben in ein Zinnschiffchen eingewogen, 
dieses luftfrei zusammengefaltet und der prozentuale Stickstoffgehalt mit Hilfe eines 
Elementaranalysators ermittelt.  
Der Proteingehalt wurde aus dem prozentualen Stickstoffgehalt der Probe mit Hilfe von 
Formel (2) berechnet.  
 
 P   Ges-N   6,38  (2) 
 
mit:  P Rohprotein in g/100 g  
  Ges N Gesamtstickstoff in g/100 g  
 6,38 Umrechnungsfaktor für Milchprotein (Matissek et al., 2014) 
 
Über Formel (1) Kapitel 3.8.1.1 konnte zudem der Anteil an freigesetzten Caseinen aus den 
Caseinmicellen während der Glykierung bestimmt werden. 
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3.8.2 Bestimmung der Mineralstoffe Ca, Mg, K, Na, P und S mittels ICP-OES 
Mit Hilfe der optischen Emissionsspektroskopie (OES) und einer Anregung der Atome durch 
induktiv gekoppeltes Plasma (ICP), wurden im Rahmen der wissenschaftlichen 
Abschlussarbeiten von Kati Emmerich (Emmerich, 2015) und Claudia Eckoldt (Eckoldt, 
2016) die Gehalte der Elemente Calcium, Magnesium, Kalium, Natrium, Phosphor und 
Schwefel in verschiedenen Proben quantifiziert. Der Probenaufschluss sowie die 
ICP-OES-Messungen wurden an der Professur für Bioanalytische Chemie der TU Dresden, 
freundlicherweise von Renate Schulze durchgeführt. Untersucht wurde dabei die Magermilch 
der verschiedenen Säugetiere, die nach Ultrazentrifugation erhaltenen Überstände sowie die 
nach anschließender Ultrafiltration (MWCO 10 kDa) zur Verfügung stehenden Ultrafiltrate. 
Zusätzlich erfolgte zur Erfassung des proteingebundenen Phosphors eine Bestimmung des 
Phosphorgehalts in dem nach Säurefällung mit 1 M Salzsäure bei pH = 4,6 aus den 
Caseinmicellen (vgl. Kapitel 3.2.2) erhaltenen Casein. 
Zur Elementbestimmung wurden jeweils 4 mL der verschiedenen Proben in ein 20 mL 
Aufschlussgefäß pipettiert und mit 4 mL konzentrierter Salpetersäure (suprapur) und 2 mL 
Wasserstoffperoxid (30 %, suprapur) versetzt. Der Aufschluss der Proben erfolgte in einer 
Mikrowellen-Druck-Systemanlage bei 10 bar mit dem in Tab. 12 angegebenen Temperatur-
Zeit-Verlauf. 
 
Tab. 12: Temperatur-Zeit-Bedingungen des Mikrowellenaufschlusses für die Elementbestimmung 
mittels ICP-OES 
Stufe Rampenzeit [min] Ziel-Temperatur [°C] 
1 10 50 
2 15 70 
3 15 100 
4 10 140 
5 15 180 
 
Die aufgeschlossenen Probenlösungen wurden quantitativ in ein 10 mL-Probenröhrchen 
überführt und mit Reinstwasser auf dieses Volumen aufgefüllt. Für die Analyse mittels 
ICP-OES wurden die Proben mit Reinstwasser so verdünnt, dass sich jeweils ein 
Elementgehalt zwischen 1 und 100 mg/L ergab. Zur Quantifizierung wurde eine Kalibrierung 
im Bereich von 1 - 100 mg/L aus einem 1000 mg/L Elementmischstandard mit den Elementen 
Magnesium, Calcium, Natrium und Kalium hergestellt. Zusätzlich wurden Kalibrierreihen aus 
den Einzelstandards Schwefel und Phosphor (Stammlösungen jeweils 1000 mg/L) angefertigt. 
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Die Herstellung der Elementkalibrierlösungen erfolgte dabei in der Salpetersäure-
konzentration, die sich aus der jeweiligen Probenverdünnung ergab. Die verwendeten 
Messparameter für die ICP-OES-Messung sind in Tab. 13 aufgeführt. 
 
Tab. 13: Messparameter ICP-OES 
Parameter Einstellung Parameter Einstellung 
Hauptparameter 
Plasma 15 L/min Aux 0,2 L/min 
Nebulizer 0,65 L/min Power 1300 W 
View radial Probenflussrate 1,2 mL/min 
Wellenlänge der Emissionslinien 
Magnesium 279,077 nm Kalium 769,896 nm 
Calcium 317,933 nm Schwefel 182,036 nm 
Natrium 589,592 nm Phosphor 214,914 nm 
 
Aus den Gesamtgehalten der einzelnen Elemente in den Magermilchproben und den extra-
micellar vorliegenden Elementen in den nach Ultrazentrifugation erhaltenen Überständen 
wurde der micellare Elementgehalt durch Differenzbildung rechnerisch ermittelt. 
 
3.8.3 Potentiometrische Analyseverfahren 
3.8.3.1 Chlorid 
Der Chloridgehalt in den Ultrafiltraten der Milchproben verschiedener Säugetiere wurde 
mittels potentiometrischer Titration mit Silbernitrat unter Verwendung einer Silber/ 
Silberchlorid-Elektrode im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Kati 
Emmerich (Emmerich, 2015) bestimmt (Methrom Nr. 130/3 e).  
Folgende Lösungen wurden benötigt: 
Titrand (Silbernitrat 0,01 M): 1,7 g Silbernitrat in entionisiertem Wasser lösen und auf 
1000 mL auffüllen 
Natriumchlorid-Standardlösung 
0,01 M: 
0,0584 g getrocknetes (103 °C, 18 h) Natriumchlorid in 50 mL 
entionisiertem Wasser lösen und auf 100 mL auffüllen 
 
Zur Bestimmung wurden 10 mL entionisiertes Wasser vorgelegt und mit 2 Tropfen 65 %iger 
Salpetersäure angesäuert. Nach Zugabe von jeweils 1 mL Ultrafiltrat wurde das Volumen auf 
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zirka 60 mL mit entionisiertem Wasser ergänzt und mit einer 0,01 M Silbernitrat-Lösung 
gegen eine Ag/AgCl-Elektrode titriert. Mit Hilfe einer 0,01 M Natriumchlorid-
Standardlösung wurde der Titer des Titranden ermittelt. Dazu wurde wie bei den 
Bestimmungen der Proben verfahren, die Probe jedoch durch 2 mL der 
Natriumchlorid-Standardlösung ersetzt.  
Die verwendeten Messparameter des Titrino 702 SM sind in Tab. 14 aufgeführt. 
 
Tab. 14: Messparameter für die Messmethode Det U des Titrino 720 SM zur Chlorid-Bestimmung 
mittels Ag/AgCl-Elektrode 
Parameter Einstellung Parameter Einstellung 
Titrationsparameter 
V Inkrement 0,1 mL Start V aus  
Titr. Geschw. max. mL/min Pause 0 s 
Messw. Drift 50 mV/min Messeingang 1 
Wartezeit 26 s Temperatur 25,0 °C 
Vorwahl 
Ident. abfragen aus Aktivierpuls aus 
Einmass abfragen aus  
Abbruchbedingungen 
Stopp V abs. Stopp EP 1 
Stopp V 20 mL Füllgeschw. max. mL/min 
Stopp U aus mV   
Statistik 
Status aus   
Auswertung 
EP-Kriterium 30 mV Fix-EP1 bei U aus mV 
EP-Anerk. alle pK/HNP aus  
 
 
 
 
 
 
 
 
  3 Methoden 
79 
 
Zur Berechnung des Chloridgehalts wurde folgende Formel (3) angewandt: 
  
  Cl    PA NO3   t   0,3 4    1000  (3) 
 
mit:  Cl Chloridgehalt in mg/L 
         Verbrauch am Endpunkt in mL 
 t Titer der 0,01 M Silbernitrat-Lösung 
 0,3 4  Umrechnung in mg Chlorid (1,0 mL 0,01 M AgNO3 entspricht 0,3545 mg Cl
-
) 
 1000 Umrechnung in Liter 
 
3.8.3.2 Calcium 
Der Calciumgehalt der mittels Ultrazentrifugation nach ihrer Größe fraktionierten 
Caseinmicellen wurde mit Hilfe der potentiometrischen Titration im Rahmen der 
wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Mathias Jäser (Jäser, 2014) analysiert. Die 
Bestimmung erfolgte durch die Titration mit EGTA unter Verwendung einer ionenselektiven 
Kupferelektrode (Cu-ISE) (Methrom Nr. 235/2 d). 
Folgende Lösungen wurden benötigt: 
Titrand (EGTA 0,01 M): 3,804 g getrocknetes (103 °C, 18 h) EGTA in 250 mL 
1 M Natronlauge lösen und nach Abkühlen auf RT mit 
entionionisiertem Wasser auf 1000 mL auffüllen; Einstellung 
des Titers gegen Calciumcarbonat (Ntailianas & Whitney, 
1963) 
Hilfslösung (Cu[EGTA] 0,005 M): 0,11 g Ammoniumchlorid und 0,24 g Kupfer(II)-nitrat-
Trihydrat in 100 mL entionisiertem Wasser lösen und 
anschließend mit 100 mL 0,01 M EGTA mischen 
Probenpuffer (pH 10): 54,0 g Ammoniumchlorid in 400 mL entionisiertem Wasser 
lösen, mit 300 mL Ammoniak (25 %) versetzen und mit 
entionisiertem Wasser auf 1000 mL ergänzen 
Calcium-Standardlösung 0,1 g/L: Calciumcarbonat (Urtitersubstanz) bei 103 °C bis zur 
Massenkonstanz trocknen, anschließend 0,25 g in wenig 
entionisiertem Wasser und Salzsäure (37 %) lösen bis keine 
Blasenbildung mehr zu verzeichnen ist und mit entionisiertem 
Wasser auf 1000 mL auffüllen (Ntailianas & Whitney, 1963) 
 
Jeweils 30 mg der gefriergetrockneten Proben wurden in ein verschraubbares Plastikgefäß 
eingewogen und mit zirka 60 mL entionisiertem Wasser sowie 10 mL Probenpuffer versetzt. 
Anschließend wurden die Proben für mindestens 30 min bei RT bis zum vollständigen Lösen 
gerührt. Nach Zugabe von 1 mL Hilfslösung und einer Reaktionszeit von 1 min unter Rühren 
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wurden die Proben mit der 0,01 M EGTA-Lösung gegen eine ionenselektive Kupferelektrode 
sowie eine Ag/AgCl-Bezugselektrode titriert. Mit Hilfe einer 0,1 g/L Calcium-Standardlösung 
wurde der Titer des Titranden ermittelt. Dazu wurde wie bei den Bestimmungen der Proben 
verfahren, die Probe jedoch durch 10 mL der Calcium-Standardlösung ersetzt.  
Die verwendeten Messparameter des Titrino 702 SM sind in Tab. 15 aufgeführt. 
 
Tab. 15: Messparameter für die Messmethode Met U des Titrino 720 SM zur Calcium-Bestimmung 
mittels Cu-ISE 
Parameter Einstellung Parameter Einstellung 
Titrationsparameter 
V Inkrement 0,025 mL Start V 0,5 mL (abs.) 
Titr. Geschw. max. mL/min Pause 0 s 
Messw. Drift 6 mV/min Messeingang 1 
Wartezeit 66 s Temperatur 25,0 °C 
Vorwahl 
Ident. abfragen aus Aktivierpuls aus 
Einmass abfragen aus  
Abbruchbedingungen 
Stopp V abs. Stopp EP 9 
Stopp V 7 mL Füllgeschw. max. mL/min 
Stopp U aus mV   
Statistik 
Status aus   
Auswertung 
EP-Kriterium 5 mV Fix-EP1 bei U aus mV 
EP-Anerk. größter pK/HNP aus  
Zur Berechnung des Calciumgehalts wurde folgende Formel (4) angewandt: 
 
  Ca   
         0,4008   0,1   t
m 
   (4) 
  
mit:  Ca Calciumgehalt in g/100 g 
        Verbrauch 0,01 M EGTA-Lösung am Endpunkt in mL 
 0,4008  Umrechnung in mg Calcium (1,0 mL 0,01 M EGTA entspricht 0,4008 mg Ca) 
 0,1 Umrechnung in % 
   Titer der 0,01 M EGTA-Lösung  
 m  Probeneinwaage in g 
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3.8.4 Bestimmung des Citratgehalts 
Der Citratgehalt wurde als Citronensäure zur Erfassung des freien Citrats in den Ultrafiltraten 
sowie zur Erfassung des Gesamtcitrats in den jeweiligen Milchproben mit Hilfe des 
Enzymkits ENZYTEC Citric acid (Scil Diagnostics, 2008) im Rahmen der wissenschaftlichen 
Abschlussarbeiten von Kati Emmerich (Emmerich, 2015) und Claudia Eckoldt 
(Eckoldt, 2016) bestimmt. Der Analytik liegt die Spaltung der Citronensäure durch das 
Enzym Citratlyase in Oxalacetat und Acetat zu Grunde. Das entstandene Oxalacetat sowie 
sein Decarboxylierungsprodukt Pyruvat wird durch NADH + H
+
 in Gegenwart der Enzyme 
L-Malatdehydrogenase und L-Lactatdehydrogenase reduziert. Die verbrauchte Menge an 
NADH + H
+
 ist äquivalent der Menge an Citrat in der Probe und kann aufgrund der 
Farbänderung photometrisch bei 340 nm erfasst werden.  
Folgende Lösung wurde benötigt: 
Citronensäure-Standardlösung 
0,3 g/L: 
0,015 g Citronensäure in bidestilliertem Wasser lösen und auf 
50 mL auffüllen 
 
Die Citronensäuregehalte sollten in den Probenlösungen zur Bestimmung zwischen 0,04 g/L 
und 0,4 g/L liegen. Die Ultrafiltrate der Humanmilchproben wurden deshalb unverdünnt zur 
Analyse eingesetzt, alle anderen Ultrafiltrate 1 + 9 mit bidestilliertem Wasser verdünnt. Für 
die Citratbestimmung in den Magermilchpulvern wurden genau 0,1 g Humanmilchpulver und 
jeweils genau 0,05 g der weiteren Magermilchpulver verwendet, in bidestilliertem Wasser 
gelöst, auf 10 mL aufgefüllt und zur Analyse eingesetzt. In Tab. 16 ist das entsprechende 
Pipettierschema angegeben. 
 
Tab. 16: Pipettierschema des enzymatischen Tests zur Citratbestimmung nach Scil Diagnostics (2008) 
 Blindwert Citronensäure-Standard Probe 
Glycylglycin-Puffer 0,500 mL 0,500 mL 0,500 mL 
Probelösung (0,04 - 0,4 g/l) - - 0,100 mL 
Citronensäure-Standardlösung 0,3 g/L - 0,100 mL - 
bidest. Wasser 1,000 mL 0,900 mL 0,900 mL 
Mischen des Küvetteninhalts. Messung der Extinktion E1 nach 5 min bei 340 nm. Zugabe von: 
Citrat-Lyase (10 U) 0,010 mL 0,010 mL 0,010 mL 
Mischen des Küvetteninhalts. Messung der Extinktion E2 nach 5 - 10 min bei 340 nm.  
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Zur Berechnung des Citronensäuregehalts wurden nach Scil Diagnostics (2008) folgende 
Formeln (5 - 7) angewandt: 
 
      ( 2 -  1)Probe - ( 2 -  1)Blindwert   (5) 
 
 Citronens ure   
(    M Citronens ure     )
    d   v
 F    (6) 
 
 Citronens ure   
 Citronens ure
m 
   100   (7) 
 
mit:     Differenz der Extinktionen 
                Konzentration an Citronensäure in den Probenlösungen in g/L 
   Gesamtvolumen im Testansatz in mL 
                  Molekulargewicht Citronensäure 192,1 g/mol 
   Extinktionskoeffizient 6,3 L mol-1 cm-1 
 d Schichtdicke 1 cm 
 v Probenvolumen in mL 
 F Verdünnungsfaktor 10 (für Ultrafiltrate) 
                Citronensäuregehalt in g/100 g 
 m  Probeneinwaage in g 
 
3.8.5 Hydrolysen 
3.8.5.1 Saure Hydrolyse 
Mit Hilfe der sauren Hydrolyse können Proteine in die einzelnen Aminosäuren gespalten und 
anschließend mittels Aminosäureanalyse (ASA) auf ihre Gehalte untersucht werden. Neben 
den Aminosäuren werden auch Aminosäurederivate, wie zum Beispiel Amadori-Produkte, aus 
dem Proteinverband freigesetzt und somit für die Analytik zugänglich. 
Die Proben wurden hierzu jeweils entsprechend 14 mg Protein in Schott-
Schraubreagenzgläser eingewogen, mit 3 mL 6 M Salzsäure versetzt und für 1 min mit 
Stickstoff überspült. Die Hydrolyse erfolgte anschließend in einem vorgeheizten 
Trockenschrank bei 110 °C für 23 h in einem Sandbad. Um Salzsäureverluste zu erfassen, 
wurden die Reagenzgläser vor und nach der Hydrolyse gewogen und über die Dichte 
(ρ6 M HCl = 1,1 g/mL) die konkrete Konzentration bestimmt. Nach dem Abkühlen auf 
Raumtemperatur wurden die Hydrolysate durch einen Weißbandfilter filtriert. Für die 
Furosin-Analytik wurden die Hydrolysate direkt verwendet. Zur Bestimmung der 
Aminosäurezusammensetzung mittels ASA sowie zur Ermittlung der Gehalte an Lysinoalanin 
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(LAL), Glyoxal-Lysin-Dimer (GOLD) und Pentosidin in den glykierten Proben wurden die in 
Tab. 17 angegebenen Aliquote am Vakuumkonzentrator bei 40 °C eingeengt. 
 
Tab. 17: Aliquote der Säurehydrolysate zur weiteren Analytik 
Analyt Aliquot [µl] 
Furosin 500 
Aminosäureanalyse (ASA) 300 
Lysinoalanin (LAL) 700 - 900 
Glyoxal-Lysin-Dimer (GOLD), Pentosidin 800 
 
3.8.5.2 Enzymatische Hydrolyse 
Auf Grund der Säureinstabilität einiger Aminosäuren sowie von Pyrralin wurden diese nach 
enzymatischer Hydrolyse in den Proben erfasst. 
Folgende Lösungen wurden benötigt: 
Pepsin-Lösung (frisch herstellen): 2 mg Pepsin (20 FIP-U) in 1 mL 0,02 M Salzsäure lösen 
Pronase-Lösung: 2 mg Pronase E (8000 PU) in 1 mL Tris/HCl-Puffer (2 M, 
pH 8,2) lösen 
Aminopeptidase-Lösung: gebrauchsfertige Suspension (20 U/mL) 
Prolidase-Lösung: 100 U Prolidase in 1 mL Reinstwasser lösen 
 
In Anlehnung an Henle et al. (1991) wurden die gefriergetrockneten Proben entsprechend 
2 - 3 mg Protein in ein Rollrandgläschen eingewogen und 1 mL einer 0,02 M Salzsäure, die 
zur Konservierung mit einem Kristall Thymol versetzt wurde, zugegeben. Nach der Zugabe 
von 50 µL Pepsin-Lösung erfolgte die Inkubation bei 37 °C für 24 h. Anschließend wurden 
250 µL Tris/ HCl-Puffer (2 M, pH 8,2) sowie 50 µL der Pronase-Lösung zugegeben und 
erneut für 24 h bei 37 °C inkubiert. Abschließend wurden den Proben 4 µL Aminopeptidase 
und 20 µL Prolidase zugesetzt und wiederum für 24 h bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss an 
die Hydrolyse wurden die Proben gefriergetrocknet und bis zur Verwendung bei -18 °C 
gelagert. 
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3.8.6 Quantifizierung von Maillard-Reaktionsprodukten 
Zur Beurteilung des Ausmaßes der Maillard-Reaktion in den glykierten Caseinmicellen sowie 
dem nicht-micellaren Casein wurden verschiedene Markersubstanzen herangezogen. Als 
Markersubstanz der frühen Phase der Maillard-Reaktion diente dabei Furosin, welches 
während der sauren Hydrolyse aus den Amadori-Produkten N
ε
-Fructosyllysin und 
N
ε
-Lactosyllysin gebildet wird. Zur Charakterisierung der späten Phase wurden die Analyten 
N
ε
-Carboxymethyllysin (CML), Pyrralin, Glyoxal-Lysin-Dimer (GOLD) sowie Pentosidin 
quantifiziert.
 
 
3.8.6.1 Quantifizierung der Amadori-Produkte mittels RP-HPLC-UV 
Die Quantifizierung der Amadori-Produkte (AP) des Lysins erfolgte indirekt in Anlehnung an 
Resmini et al. (1990) und Wellner (2012) als N
ε
-Furoylmethyllysin (Furosin), welches bei der 
sauren Hydrolyse der Amadori-Produkte entsteht, mittels RP-HPLC-UV. Dazu wurden die 
nach Kapitel 3.8.5.1 erhaltenen Säurehydrolysate zur Reinigung zunächst einer 
Festphasenextraktion (SPE) an C18-Material (Strata C18-E, 500 mg/3 mL, Phenomenex) 
unterzogen. Die einzelnen Reinigungsschritte sind in Tab. 18 dargestellt. Das exakte 
Eluatvolumen wurde durch Auswiegen der SPE-Elutionsvials vor und nach der Elution unter 
Berücksichtigung der Dichte von 3 M Salzsäure (ρ = 1,05) berechnet. 
 
Tab. 18: Schema der Festphasenextraktion für die Reinigung von Furosin 
Arbeitsschritt Aufgabe auf die Kartusche 
Konditionierung 5 mL Methanol 
 10 mL Reinstwasser 
Probenaufgabe 500 µL filtriertes Säurehydrolysat 
Elution Stufenweise mit 3 M Salzsäure: 
 500 µL 
 500 µL 
 1000 µL 
 1000 µL 
 
Im Anschluss wurden 1500 µL des Eluats im Vakuumkonzentrator bei 40 °C zur Trockne 
eingeengt, entsprechend Tab. 19 in 0,4 % Essigsäure aufgenommen, bei Bedarf verdünnt, 
membranfiltriert (0,45 µm) und zur Analyse mittels RP-HPLC-UV nach dem in Tab. 20 
angegebenen Trennprogramm eingesetzt. 
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Tab. 19: Volumina der 0,4 %igen Essigsäure zur Aufnahme und Verdünnung der nach Kapitel 3.3 
glykierten Caseinproben zur Furosin-Bestimmung 
Probe V(0,4 % Essigsäure) [µl] Verdünnung 
0 h (ohne Zucker, Lac, Glc) 250 - 
1 - 4 h (ohne Zucker) 1000 - 
1 - 4 h (Lactose) 1000 1 + 1,5 
1 - 4 h (Glucose) 1000 1 + 3 
 
Anlage: HPLC-UV, analytisch (Wellchrom, Knauer) 
Trennsäule: Furosine dedicated column, 5 µm, 4,6 × 250 mm mit Vorsäule 
(Grace) 
Säulentemperatur:  33 °C 
Elutionssystem: Gradient, t = 34 min 
Fließmittel:  FM A: 0,4 % Essigsäure in Reinstwasser (v/v) 
 FM B: 0,3 % Kaliumchlorid in 0,4 % Essigsäure (m/v)  
Fluss:  1,2 mL/min 
Injektionsvolumen: 20 µL 
Detektion:  λ = 280 nm 
Auswertesoftware: Eurochrom 2000 
 
Tab. 20: Trennprogramm für die Furosinbestimmung 
Zeit [min] Fließmittel A [%] Fließmittel B [%] 
0,0 100 0 
15,5 100 0 
22,5 50 50 
25,0 50 50 
27,0 100 0 
34,0 100 0 
 
Die Quantifizierung erfolgte über eine externe Kalibrierung mit Furosin-Dihydrochlorid als 
Referenzmaterial. Für die Kalibrierung wurde eine ca. 40 nmol/mL Furosin-Stammlösung 
verwendet, deren exakter Gehalt photometrisch bei λ = 280 nm nach dem Lambert-
Beer’schen Gesetz unter Einbeziehung des Extinktionskoeffizienten (ε = 15316 L mol
-1
 cm-1) 
bestimmt wurde. Aus der Stammlösung wurden Kalibrierstandard-Lösungen im Bereich 
1 - 25 nmol/mL hergestellt. 
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Da bei der Säurehydrolyse der Amadori-Produkte neben Furosin auch andere Produkte, wie 
Pyridosin und freies Lysin entstehen, erfolgte die Umrechnung der analysierten Furosin-
Gehalte auf die in den Proben gebildete Menge an Amadori-Produkten durch Multiplikation 
der von Krause et al. (2003) bestimmten Überführungsfaktoren. Diese sind neben der Art des 
reduzierenden Zuckers auch abhängig von der verwendeten Salzsäurekonzentration und den 
Hydrolysebedingungen und sind in Tab. 21 dargestellt. Aufgrund der Rückbildung von freiem 
Lysin wurden die nach Aminosäureanalyse erhaltenen Lysin-Gehalte um diesen Anteil 
korrigiert und so die tatsächlichen Gehalte an unmodifiziertem Lysin erhalten. Dazu wurden 
die Amadori-Produktgehalte durch den jeweiligen Überführungsfaktor dividiert und das 
rückgebildete Lysin von den mittels ASA ermittelten Lysin-Gehalten subtrahiert. 
 
Tab. 21: Umsatzraten und Überführungsfaktoren der Amadori-Produkte zu Furosin und freiem Lysin 
nach saurer Hydrolyse mit 6 M Salzsäure (110 °C, 23 h) nach Krause et al. (2003) 
Amadori-Produkt Umsatzrate zu 
Furosin [%] 
Überführungs-
faktor zu AP 
Umsatzrate zu 
freiem Lysin [%] 
Überführungsfaktor 
zu freiem Lysin 
N
ε
-Fructosyllysin 30,0 ± 1,2 3,1 56,1 ± 1,4 1,7 
N
ε
-Lactulosyllysin 33,8 ± 1,4 2,9 57,9 ± 1,5 1,8 
 
3.8.6.2 Quantifizierung von Pyrralin mittels RP-HPLC-DAD 
Die Bestimmung von Pyrralin in den glykierten Proben (vgl. Kapitel 3.3) erfolgte nach 
Förster et al. (2005) aus den nach Kapitel 3.8.5.2 erhaltenen enzymatischen Hydrolysaten 
mittels Ionenpaarchromatographie. Dazu wurden die gefriergetrockneten Hydrolysate in 
250 µL Fließmittel gelöst, membranfiltriert (0,45 µm) und zur Analyse mittels 
RP-HPLC-DAD eingesetzt. 
 
Anlage: HPLC-DAD, analytisch (Wellchrom I, Knauer) 
Trennsäule: Eurospher 100-5 C18, 4,6 × 125 mm, mit Vorsäule (Knauer) 
Säulentemperatur:  30 °C 
Elutionssystem: isokratisch, t = 28 min 
Fließmittel:  7,5 mM Natriumpentansulfonat in 10 % Ethanol, pH 3,0 
(eingestellt mit Propionsäure)  
Fluss:  1,6 mL/min 
Injektionsvolumen: 20 µL 
Detektion:  λ = 297 nm 
Auswertesoftware: Eurochrom 2000 
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Die Quantifizierung erfolgte über eine externe Kalibrierung mit einem im Arbeitskreis 
synthetisierten Pyrralin-Standard. Für die Kalibrierung wurde eine ca. 40 nmol/mL Pyrralin-
Stammlösung verwendet, deren exakter Gehalt photometrisch bei λ = 297 nm nach dem 
Lambert-Beer’schen Gesetz unter Einbeziehung des Extinktionskoeffizienten 
(ε = 14454,4 L mol
-1
 cm-1) bestimmt wurde. Aus der Stammlösung wurden Kalibrierstandard-
Lösungen im Bereich 1,5 - 40 nmol/mL hergestellt. 
 
3.8.6.3 Quantifizierung von Nε-Carboxymethyllysin (CML) mittels HPLC-ESI-MS/MS 
Die Bestimmung von CML in den glykierten Casein-Proben erfolgte in Anlehnung an Hegele 
et al. (2008). Dafür war es zunächst notwendig, das CML mittels saurer Hydrolyse aus dem 
Proteinverband freizusetzen und mit Hilfe einer Festphasenextraktion zu reinigen. Da bei der 
sauren Hydrolyse aus den Amadori-Produkten N
ε
-Fructosyllysin und N
ε
-Lactulosyllysin 
neben Furosin auch CML gebildet wird, mussten diese zuvor mit Natriumborhydrid zu 
Hexitollysin bzw. Galactosylhexitollysin reduziert werden, um eine Überbewertung des 
Gehalts an CML zu verhindern (Hartkopf et al., 1994). 
Folgende Lösungen wurden benötigt: 
Borax-Puffer 0,2 M, pH 9,5: 7,629 g Natriumborat unter Erwärmen in Reinstwasser lösen 
und nach Abkühlen auf 200 mL auffüllen 
Natriumborhydrid 1 M: 3,783 g Natriumborhydrid in 0,1 M Natronlauge lösen und auf 
100 mL auffüllen 
Tris-Puffer 2 M, pH 8,2: 12,1 g Tris in Reinstwasser lösen, pH-Wert mit 6 M Salzsäure 
auf 8,2 einstellen und mit Reinstwasser auf 50 mL auffüllen 
Probenpuffer: 37,6 mL 0,02 M Salzsäure mit 11,7 mL Tris-Puffer und 
0,725 mL Reinstwasser mischen 
Nonafluorpentansäure 10 mM: 1,592 mL Nonafluorpentansäure (NFPA) auf 500 mL mit 
Reinstwasser verdünnen 
Methanol/ 10 mM NFPA 
(50/50, v/v): 
50 mL Methanol mit 50 mL 10 mM NFPA mischen 
Methanol/ 10 mM NFPA (5/95, v/v): 5 mL Methanol mit 95 mL 10 mM NFPA mischen 
 
Reduktion 
Je nach zu erwartendem CML-Gehalt wurden 2 - 4 mg Protein in Schott-
Schraubreagenzgläser eingewogen und mit 3 mL 0,2 M Borax-Puffer sowie 2 mL 1 M 
Natriumborhydrid versetzt. Anschließend wurden die Proben für 15 min im Ultraschallbad 
behandelt und über Nacht bei RT reduziert. 
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Saure Hydrolyse 
Die reduzierten Proben wurden in 100 µL-Schritten mit insgesamt 1 mL 6 M Salzsäure und 
anschließend mit 5 mL 12 M Salzsäure in 500 µL-Schritten versetzt. Die Zugabe der 
Salzsäure musste dabei sehr vorsichtig erfolgen, um ein Überschäumen zu verhindern. Zur 
Vermeidung von Oxidationsprozessen wurden die Proben für 1 min mit Stickstoff überspült 
und im Anschluss in einem vorgeheizten Trockenschrank für 23 h bei 110 °C hydrolysiert. 
Nach Abkühlen auf RT wurden die Hydrolysate durch einen Weißbandfilter filtriert und 
Aliquote von 1 mL im Vakuumkonzentrator bei 40 °C zur Trockne eingeengt. 
 
Festphasenextraktion 
Der Rückstand der eingeengten Hydrolysate wurde in 750 µL Probenpuffer gelöst. Davon 
wurden 345 µL in ein 2 mL-Reaktionsgefäß abgenommen und mit 20 µL internem Standard 
(D2-CML 0,970 nmol/mL) sowie 100 µL konzentrierter NFPA versetzt und mit Reinstwasser 
auf 1500 µL ergänzt. Die Reinigung der Probenlösungen mittels Festphasenextraktion an 
einer HLB-Phase (Oasis HLB, 200 mg/6 mL, Waters) ist in Tab. 22 dargestellt. Das erhaltene 
Eluat wurde im Evaporator bei 40 °C mittels Stickstoffstrom bis zur Trockne eingeengt und 
bis zur Messung bei -18 °C gelagert. 
 
Tab. 22: Schema der Festphasenextraktion für die Reinigung von CML 
Arbeitsschritt Aufgabe auf die Kartusche 
Konditionierung 2 mL Methanol 
 2 mL Methanol/ 10 mM NFPA (50/50; v/v) 
 2 × 2 mL 10 mM NFPA 
Probenaufgabe 1400 µL 
Waschen 2 × 2 mL 10 mM NFPA 
 2 mL Methanol/ 10 mM NFPA (5/95; v/v) 
Elution 2 mL Methanol/ 10 mM NFPA (50/50; v/v) 
 
HPLC-ESI-MS/MS 
Das eingeengte Eluat wurde in 200 µL 5 mM NFPA aufgenommen, membranfiltriert (0,2 µm) 
und mittels HPLC-ESI-MS/MS im MRM-Modus und des in Tab. 23 angegebenen 
Trennprogramms vermessen. 
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Anlage: HPLC-ESI-MS/MS (Agilent Technologies 1200 Series) 
Trennsäule: Zorbax SB-C18, 1,8 µm, 2,1 × 50 mm (Agilent Technologies) 
Säulentemperatur:  35 °C 
Elutionssystem: Gradient, t = 23 min; post run t = 10 min 
Fließmittel:  FM A: 5 mM NFPA in bidest. Wasser 
 FM B: 5 mM NFPA in Acetonitril  
Fluss:  0,25 mL/min 
Injektionsvolumen: 20 µL 
Ionisation:    positive Elektrospray-Ionisation (ESI) 
 Zerstäubergas:   Stickstoff 
 Gastemperatur:   350 °C 
 Gas-Fluss:    11 L/min 
 Gas-Druck:   35 psi 
Detektion:  MS Triple Quadrupol (Triple Quad LC/MS 6410, Agilent 
Technologies) 
 Modus:    Multiple Reaction Monitoring (MRM) 
 Parameter:   Tab. 24 
Auswertesoftware: Agilent MassHunter Qualitative Analysis 
 
Tab. 23: Trennprogramm für die CML-Bestimmung 
Zeit [min] Fließmittel A [%] Fließmittel B [%] 
0,0 95 5 
15,0 50 50 
16,0 15 85 
21,0 15 85 
23,0 95 5 
 
Tab. 24: Parameter des MRM-Modus für die CML-Detektion 
Substanz Art Zeit 
[min] 
Vorläufer-
Ion m/z 
Fragment-
Ion m/z 
Fragmentor-
spannung [V] 
Kollisions-
energie 
[eV] 
Dwell 
time 
[ms] 
CML Qualifier 3 - 16 205,1 130,1 86 8 200 
 Quantifier 3 - 16 205,1 84,1 86 8 200 
D2-CML Qualifier 3 - 16 207,1 130,1 86 8 200 
 Quantifier 3 - 16 207,1 84,1 86 8 200 
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Die Quantifizierung erfolgte über die Bildung der Peakflächenverhältnisse der Quantifier-
Fragment-Ionen des CML und des internen Standards (D2-CML) anhand einer 
Standardkalibrierung. Die CML-Standardkalibrierlösungen, im Konzentrationsbereich 
0,017 - 1,006 nmol/mL, enthielten dazu die gleiche Menge internen Standard wie die 
Probenlösungen (0,970 nmol/mL).  
 
3.8.6.4 Quantifizierung von Glyoxal-Lysin-Dimer (GOLD) und Pentosidin mittels 
HPLC-ESI-MS/MS 
Die Bestimmung der Maillard-induzierten Proteinquervernetzungsprodukte GOLD und 
Pentosidin erfolgte aus den sauren Hydrolysaten nach Kapitel 3.8.5.1. Dazu wurden die 
eingeengten Hydrolysate in 500 µL 2 mM Heptafluorbuttersäure (HFBA) und 
11 mM Essigsäure in bidest. Wasser aufgenommen, membranfiltriert (0,2 µm) und zur 
Analyse mittels HPLC-ESI-MS/MS eingesetzt. Zur Quantifizierung wurden den Proben 
75 mM Hippuryl-Glyoxal-Lysin-Dimer (HipGOLD) als interner Standard zugesetzt. Die 
Trennung der Analyten erfolgte dabei nach einer HPLC-Methode und dem in Tab. 25 
angegebenen Trennprogramm von Globisch et al. (2015). Die Detektion wurde mittels 
ESI-MS/MS in Anlehnung an Visentin et al. (2010) durchgeführt. 
 
Anlage: HPLC-ESI-MS/MS (Agilent Technologies 1200 Series) 
Trennsäule: Zorbax SB-C18, 1,8 µm, 2,1 × 50 mm (Agilent Technologies) 
Säulentemperatur:  30 °C 
Elutionssystem: Gradient, t = 31 min; post run t = 9 min 
Fließmittel:  FM A: 2 mM HFBA, 11 mM Essigsäure in bidest. Wasser 
 FM B: 2 mM HFBA, 11 mM Essigsäure in Acetonitril  
Fluss:  0,25 mL/min 
Injektionsvolumen: 60 µL 
Ionisation:    positive Elektrospray-Ionisation (ESI) 
 Zerstäubergas:   Stickstoff 
 Gastemperatur:   300 °C 
 Gas-Fluss:    11 L/min 
 Gas-Druck:   15 psi 
Detektion:  MS Triple Quadrupol (Triple Quad LC/MS 6410, Agilent 
Technologies) 
 Modus:    Multiple Reaction Monitoring (MRM) 
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 Parameter:   Tab. 26 
Auswertesoftware: Agilent MassHunter Qualitative Analysis 
 
Tab. 25: Trennprogramm für die GOLD- und Pentosidin-Bestimmung nach Globisch et al. (2015) 
Zeit [min] Fließmittel A [%] Fließmittel B [%] 
0,0 98 2 
5,0 98 2 
22,0 49 51 
24,0 10 90 
30,0 10 90 
31,0 98 2 
 
Tab. 26: Parameter des MRM-Modus für die GOLD- und Pentosidin-Detektion 
Substanz Art Zeit 
[min] 
Vorläufer-
Ion m/z 
Fragment-
Ion m/z 
Fragmentor-
spannung [V] 
Kollisions-
energie 
[eV] 
Dwell 
time 
[ms] 
GOLD Qualifier 2 - 9 327,2 282,2 133 20 200 
 Quantifier 2 - 9 327,2 84,1 133 36 200 
Pentosidin Qualifier 9 - 17 379,2 187,1 153 21 200 
 Quantifier 9 - 17 379,2 250,1 153 41 200 
HipGOLD Qualifier 17 - 25 649,3 198,1 161 46 200 
 Quantifier 17 - 25 649,3 488,3 161 36 200 
 
Zur Quantifizierung wurde ein im Arbeitskreis synthetisierter GOLD- sowie 
Pentosidin-Standard verwendet. Um Matrixeffekte zu kompensieren wurde mit einer 
Matrixkalibrierung gearbeitet. Dazu wurden saure Hydrolysate nicht-erhitzter Caseinmicellen 
genutzt und in der gleichen Weise aufgearbeitet wie die Proben. Die Quantifizierung erfolgte 
dann durch den Vergleich der Peakflächenverhältnisse der Quantifier-Fragment-Ionen des 
internen Standards (HipGOLD) und GOLD bzw. Pentosidin mit denen, die aus der 
Matrixkalibrierung erhalten wurden. Die GOLD bzw. Pentosidin-Matrixkalibrierlösungen im 
Konzentrationsbereich 10 - 300 nM enthielten dazu die gleiche Menge internen Standard wie 
die Probenlösungen (75 nM). 
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3.8.7 Aminosäureanalyse (ASA) 
Die Aminosäureanalyse zur Bestimmung der einzelnen Aminosäuregehalte sowie der Gehalte 
an LAL erfolgte nach saurer oder enzymatischer Hydrolyse mittels Ionenaustausch-
chromatographie mit Ninhydrin-Nachsäulenderivatisierung nach Henle et al. (1991a). Die 
Messungen am Aminosäureanalysator wurden freundlicherweise von Dipl.-Ing. (FH) Karla 
Schlosser durchgeführt.  
 
Anlage: Aminosäureanalysator S4300 (Sykam Chromatographie) 
Trennsäule: Kationentauscher LCA K07/Li., 7 µm, 4,6 mm × 150 mm 
(Laserchrom HPLC Laboratories Ltd., Rochester) 
Reaktor-Temperatur:  130 °C 
Fließmittel:  Puffer: Lithiumcitrat + Lithiumcitrat-Borat zur pH-Einstellung 
 Ninhydrin 
Fluss:  Elutionsmittel: 0,45 mL/min 
 Ninhydrin: 0,25 mL/min 
Injektionsvolumen: 10 - 90 µL 
Detektion:  Ninhydrin-Nachsäulenderivatisierung 
λ = 570 nm (Aminosäuren und Lysinoalanin) und λ = 440 nm 
(Prolin) 
Auswertesoftware: ChromStar 6.3 
 
3.8.7.1 Quantifizierung der Aminosäuregehalte 
Zur Analyse der Aminosäuregehalte wurden die nach Kapitel 3.8.5 hergestellten Hydrolysate 
in 500 µL Probenpuffer gelöst, membranfiltriert (0,45 µm) und bei Bedarf verdünnt.  
Folgende Lösungen wurden benötigt: 
Probenpuffer: 0,12 M Lithiumcitrat, pH 2,20 
Puffer A: 0,12 M Lithiumcitrat, pH 2,90 
Puffer B: 0,30 M Lithiumcitrat, pH 4,20 
Puffer C: 0,30 M Lithiumcitrat-Borat, pH 8,00 
Puffer D (zur Regenerierung): 0,50 M Lithiumhydroxid 
Ninhydrin-Reagenzlösung  
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Die Quantifizierung erfolgte über eine externe Kalibrierung mit einem Aminosäure-
Standardmix im Bereich 2,5 - 20 nmol. In Tab. 27 und Tab. 28 sind das verwendete 
Trennprogramm sowie das Programm zur Nachsäulenderivatisierung dargestellt.  
 
Tab. 27: Trennprogramm für die Aminosäureanalyse - Aminosäuregehalte 
Zeit [min] Puffer A [%] Puffer B [%] Puffer C [%] Puffer D [%] 
0,0 85 15 0 0 
3,0 85 15 0 0 
4,0 79 21 0 0 
21,0 43 57 0 0 
25,0 43 57 0 0 
33,0 0 100 0 0 
39,0 0 0 100 0 
43,0 0 0 77 23 
61,0 0 0 77 23 
61,1 0 0 0 100 
64,1 0 0 0 100 
64,2 85 15 0 0 
77,2 85 15 0 0 
 
Tab. 28: Programm zur Ninhydrin-Nachsäulenderivatisierung - Aminosäuregehalte 
Zeit [min] Ventil Säulentemperatur [°C] 
0,0 30 % Isopropanol 42 
0,1 Ninhydrin 42 
25,0 Ninhydrin 42 
40,0 Ninhydrin 60 
46,0 Ninhydrin 74 
60,0 Ninhydrin 74 
61,0 30 % Isopropanol 74 
71,0 30 % Isopropanol 42 
201,0 30 % Isopropanol 42 
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3.8.7.2 Quantifizierung von Lysinoalanin (LAL) 
Zur Ermittlung der Gehalte des Proteinquervernetzungsprodukts LAL in den erhitzten und 
glykierten Caseinproben wurden die nach Kapitel 3.8.5.1 erhaltenen sauren Hydrolysate 
jeweils in 200 µL (0 h-Proben) bzw. 400 µL Probenpuffer (1 - 4 h-Proben) gelöst und 
membranfiltriert (0,45 µm). 
Folgende Lösungen wurden benötigt: 
Probenpuffer: 0,12 M Lithiumcitrat, pH 2,20 
Puffer A: 0,12 M Lithiumcitrat, pH 2,90 
Puffer B: 0,30 M Lithiumcitrat, pH 4,20 
Puffer C: 1,40 M Lithiumcitrat-Borat, pH 3,50 
Puffer D (zur Regenerierung): 0,50 M Lithiumhydroxid 
Ninhydrin-Reagenzlösung  
 
Die Quantifizierung erfolgte über eine externe Kalibrierung mit Lysinoalanin-Dihydrochlorid als 
als Referenzmaterial im Bereich 155 - 1250 pmol. In Tab. 29 und  
Tab. 30 sind das verwendete Trennprogramm sowie das Programm zur 
Nachsäulenderivatisierung dargestellt.  
 
Tab. 29: Trennprogramm für die Aminosäureanalyse - LAL 
Zeit [min] Puffer A [%] Puffer B [%] Puffer C [%] Puffer D [%] 
0,0 85 15 0 0 
3,0 85 15 0 0 
4,0 79 21 0 0 
21,0 20 80 0 0 
25,0 0 100 0 0 
28,0 0 100 0 0 
37,0 0 0 100 0 
43,0 0 0 80 20 
57,0 0 0 77 23 
59,0 0 0 0 100 
63,0 0 0 0 100 
63,1 85 15 0 0 
82,0 85 15 0 0 
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Tab. 30: Programm zur Ninhydrin-Nachsäulenderivatisierung - LAL 
Zeit [min] Ventil Säulentemperatur [°C] 
0,0 30 % Isopropanol 42 
0,1 30 % Isopropanol 42 
25,0 30 % Isopropanol 60 
40,0 Ninhydrin 74 
50,0 Ninhydrin 74 
60,0 Ninhydrin 74 
64,0 Ninhydrin 74 
65,0 30 % Isopropanol 42 
201,0 30 % Isopropanol 42 
 
3.8.8 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Mit Hilfe der SDS-PAGE wurden die Proteine aus den verschiedenen Milchproben auf Grund 
ihrer unterschiedlichen elektrophoretischen Mobilität im elektrischen Feld aufgetrennt und 
bezüglich ihrer Zusammensetzung charakterisiert. 
Die Reduktion der Proben erfolgte nach Westermeier (2005). Die SDS-PAGE wurde in 
Anlehnung an Schägger & von Jagow (1987) durchgeführt und für die 
Coomassie-Brilliantblau-Färbung eine Methode nach Radola (1980) herangezogen. Die 
Proteintrennung erfolgte dabei mit Polyacrylamid-Fertiggelen (VarioGel mit 9 % Acrylamid).  
Im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Mathias Jäser (Jäser, 2014) wurden 
zudem selbstgegossene Gradientengele (10 - 20 % Acrylamid) verwendet. Diese wurden nach 
Schwietzke (2011) hergestellt und wie dort beschrieben behandelt.  
Folgende Lösungen wurden für die Fertiggele benötigt: 
Lösungen zur Probenvorbereitung 
Probenpuffer pH 8,0: 22,4 g Tris, 90,09 g Harnstoff, 0,15 g EDTA, 5,0 g SDS, 
69,0 mL Glycerol (87 %) und 0,05 g Orange G in 200 mL 
Reinstwasser lösen, mit 6 M Salzsäure auf pH 8,0 einstellen 
und mit Reinstwasser auf 250 mL auffüllen 
DTT-Lösung (frisch herstellen): 0,15 g 1,4-Dithiothreitol in 0,2 mL Reinstwasser lösen 
Iodacetamid-Lösung (frisch 
herstellen): 
0,2 g 2-Iodacetamid in 1 mL Reinstwasser lösen 
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Proteinmarker 
Protein-Marker III [kDa]: 200, 116, 68, 43, 29, 20, 14, 6,5  
Pufferlösung für die Elektrophorese 
Tris-Tricin-Laufpuffer pH 8,5 
(20-fach konzentriert): 
14,54 g Tris, 14,33 g Tricin, 2,0 g SDS in 80 mL ention. 
Wasser lösen, mit 6 M Salzsäure auf pH 8,5 einstellen und mit 
ention. Wasser auf 100 mL auffüllen 
Lösungen zur Färbung mit Coomassie-Brilliantblau 
Fixierlösung: 200 g Trichloressigsäure in ention. Wasser lösen und auf 
1000 mL auffüllen 
Färbelösung nach Radola (1980): 400 mg Coomassie-Brilliantblau G 250 in 1000 mL 
Entfärbelösung lösen 
Entfärbelösung nach Radola (1980): Methanol : Eisessig : ention. Wasser im Verhältnis                
25 : 10 : 65 (v/v/v) mischen 
 
Probenvorbereitung 
Zur Probenvorbereitung wurde jeweils 1 mg Protein in ein Reaktionsgefäß eingewogen, in 
500 µL 6 M Harnstoff gelöst und anschließend mit 500 µL Probenpuffer versetzt. Zur 
Reduktion von Disulfidbrücken wurden davon 500 µL in ein Reaktionsgefäß abgenommen, 
10 µL DTT-Lösung zugegeben und die Proben für 4 min im siedenden Wasserbad erhitzt. Im 
Anschluss wurden die Proben sofort abgekühlt, mit weiteren 5 µL DTT-Lösung sowie zur 
Blockierung der freien Thiolgruppen mit 53 µL Iodacetamid-Lösung versetzt. Zur 
vollständigen Reaktion wurden die Proben über Nacht im Kühlschrank gelagert. 
 
Elektrophorese 
Vor der Probenauftragung wurden die Probentaschen der Fertiggele mit Reinstwasser gespült 
und mit Laufpuffer (1 + 19 verdünnt) gefüllt. Anschließend wurden 4 µL der reduzierten 
Proben sowie 7 µL Proteinmarker aufgetragen. Der Kathoden- und Anoden-Bereich der 
vertikalen Elektrophoresekammer (Mini-Kammer GV101, Biostep) wurde mit dem 1 + 19 
verdünnten und gekühlte Laufpuffer gefüllt und das Trennprogramm gemäß Tab. 31 
angewandt.  
 
Tab. 31: Trennprogramm für SDS-PAGE 
Phase Spannung [V] Stromstärke
*
 [mA] Zeit [min] 
Probeneintritt 80 70 15 
Hauptelektrophorese 150 120 180 (manueller Abbruch) 
  
*
Stromstärke für 2 Gele, bei 1 Gel Stromstärke halbieren 
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Färbung mit Coomassie-Brilliantblau 
Nach der erfolgten Trennung wurden die Gele aus den Gelkassetten herausgelöst und zur 
Ausfällung der Proteine für 30 min in die Fixierlösung gelegt. Die Entfernung der 
Fixierlösung erfolgte anschließend durch dreimaliges Waschen in entionisiertem Wasser 
(2 × 5 min, 1 × 30 min). Nachfolgend wurden die Gele für 30 min in der Färbelösung gefärbt. 
Der überschüssige Farbstoff wurde abschließend durch die Behandlung der Gele mit 
Entfärbelösung (3 × 10 min) entfernt. Zur Aufbewahrung wurden die Gele in Polyethylenfolie 
eingeschweißt. 
Die densitometrische Auswertung erfolgte mit der Software Totallab TL 120 (Version 2006). 
 
3.8.9 Bestimmung des Oligomerisierungsgrads mittels Gelpermeations-
chromatographie (GPC) 
Während der Erhitzung von Proteinen in Ab- und Anwesenheit reduzierender Zucker laufen 
verschiedenste Quervernetzungsreaktionen ab, wodurch es zur Ausbildung von Oligomeren 
unterschiedlicher Größe kommt. Die zunehmende Oligomerisierung der Caseine im Verlauf 
der Glykierung von micellarem und nicht-micellarem Casein wurde mit Hilfe der 
Gelpermeationschromatographie in Anlehnung an Lauber et al. (2000) verfolgt. 
Folgende Lösungen wurden benötigt: 
Elutionspuffer pH 6,8: 360,36 g Harnstoff, 17,80 g di-Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat, 5,84 g Natriumchlorid, und 1,0 g 
3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonium]-1-propansulfonat 
(CHAPS) in 800 mL Reinstwasser lösen, mit konz. Salzsäure 
auf pH 6,8 einstellen und mit Reinstwasser auf 1000 mL 
auffüllen 
Probenpuffer (frisch herstellen): 1 g 1,4-Dithiothreitol in 100 mL Elutionspuffer lösen 
Iodacetamid-Lösung (frisch 
herstellen): 
0,4 g 2-Iodacetamid in 1 mL Reinstwasser lösen 
Molmassen-Standards: jeweils 1 mg Polymer-Standard (6400 - 152000 Da) in 1 mL 
Probenpuffer lösen 
 
Probenvorbereitung 
Zur Probenvorbereitung wurden 50 µL der nach Kapitel 3.3 inkubierten und nach 
Ultrazentrifugation resuspendierten Caseinmicell-Suspensionen, bzw. der inkubierten 
Natrium-Caseinat-Suspensionen mit 950 µL Probenpuffer in einem 2 mL-Reaktionsgefäß 
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gemischt. Um eventuell vorhandene Disulfidbrücken mit Hilfe von DTT zu reduzieren, 
wurden die Proben für 4 min im siedenden Wasserbad erhitzt und anschließend sofort 
abgekühlt. Zur Blockierung der entstandenen freien Thiolgruppen wurden die Proben mit 
53 µL Iodacetamid-Lösung versetzt und für eine vollständige Reaktion über Nacht im 
Kühlschrank gelagert. Im Anschluss wurden die Probenlösungen membranfiltriert (0,45 µm) 
und zur Messung mittels GPC eingesetzt.  
 
Anlage: HPLC-UV, analytisch (Wellchrom, Knauer) 
Trennsäule: Superdex 200 10/300 GL, 10 × 300 mm (GE Healthcare) 
Säulentemperatur:  RT 
Elutionssystem: isokratisch, t = 60 min 
Fließmittel:  6 M Harnstoff, 0,1 M Natriumchlorid, 0,1 M di-Natrium-
hydrogenphosphat, 0,1 % CHAPS, pH 6,8  
Fluss:  0,5 mL/min 
Injektionsvolumen: 150 µL 
Detektion:  λ = 280 nm 
Auswertesoftware: Eurochrom 2000 
 
Kalibrierung 
Für eine Zuordnung der erhaltenen Peaks zu Mono-, Di-, Tri- und Oligomeren größer als 
Trimeren der Caseine, erfolgte eine Größenkalibrierung der Trennsäule mit 
Polymer-Standards aus Polystyrol-Sulfonaten (PSSkit) unterschiedlicher Molekulargewichte 
(vgl. Abb. 18). 
 
 
 
Tab. 32: Retentionszeiten der Molmassen-
Standards zur Kalibrierung der Superdex 200-
GPC-Säule 
Molekulargewicht 
[Da] 
Retentionszeit    
[min] 
6400 35,60 
15800 31,35 
29500 26,55 
65400 21,08 
152000 17,27 
 
Abb. 18: Überlagerte Chromatogramme der 
Molmassen-Standards zur Kalibrierung der 
Superdex 200-GPC-Säule 
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Entsprechend der Größenkalibrierung in Tab. 32 wurde eine lineare Kalibrierfunktion 
(log Molmasse gegen Zeit) erstellt und darüber die in Tab. 33 dargestellten 
Retentionszeitbereiche der eluierenden Größenfraktionen, aufgeteilt in Mono-, Di-, Tri- und 
Oligomere, berechnet. 
  
Tab. 33: Zuordnung der GPC-Fraktionen 
Fraktion Retentionszeit [min] 
Oligomer 14,5 - 19,0 
Trimer 19,0 - 22,5 
Dimer 22,5 - 26,0 
Monomer 26,0 - 32,0 
 
Die Quantifizierung der relativen Anteile der jeweiligen Fraktionen am Gesamtprotein 
erfolgte über die Bildung der Verhältnisse der einzelnen Peakflächen zur Gesamtpeakfläche. 
Die Berechnung des Oligomerisierungsgrads (OG) nach Henle et al. (1996) diente der 
Beurteilung der irreversiblen Quervernetzung der Proteine während der Inkubation. 
 
OG  
ADimer  A rimer  AOli omer
AGesamt
  100   (8) 
 
mit: OG  Oligomerisierungsgrad in % 
 A   Peakfläche 
 
Basierend auf dem  ligomerisierungsgrad wurde weiterhin die ‚minimale Konzentration 
intermolekular vernetzter Aminosäuren‘ (CLAAmin), die zur beobachteten Proteinoligo-
merisierung mindestens notwendig ist, berechnet (Henle et al., 1996). 
 
CLAAmin  
0,9    Oli omer    0,67     rimer    0,     Dimer 
MCasein
   108  (9) 
 
mit: CLAAmin minimale Konzentration intermolekular vernetzter Aminosäuren in            
µmol/100 g Protein 
 0,9 zur Bildung von Oligomeren mindestens notwendige Menge an Crosslink-
Aminosäuren in mol/mol Casein 
 0,67 zur Bildung von Trimeren mindestens notwendige Menge an Crosslink-
Aminosäuren in mol/mol Casein 
 0,  zur Bildung von Dimeren mindestens notwendige Menge an Crosslink-
Aminosäuren in mol/mol Casein 
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  Oli omer   relativer Peakflächenanteil der Oligomere an der Gesamtfläche 
   rimer  relativer Peakflächenanteil der Trimere an der Gesamtfläche 
  Dimer  relativer Peakflächenanteil der Dimere an der Gesamtfläche 
 MCasein mittlere molare Masse für Caseine = 24000 Da 
  10  Umrechnung in µmol/100 g Protein 
 
3.8.10 Quantifizierung von Lysozym mittels RP-HPLC-UV 
Zur Quantifizierung des Gehalts an Lysozym, das sich nach der Beladung der Caseinmicellen 
(vgl. Kapitel 3.5) in den kolloidalen Partikeln befindet, wurden die Micellsuspensionen sowie 
die nach Ultrazentrifugation der Suspensionen erhaltenen Überstände mittels RP-HPLC 
untersucht. Die Durchführung erfolgte im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit 
von Claudia Eckoldt (Eckoldt, 2016) in Anlehnung an Bobe et al. (1998) und Bonfatti et al. 
(2008). 
Folgende Lösungen wurden benötigt: 
Probenpuffer: 2,1 g Bis-Tris, 57,5 g Guanidin-Hydrochlorid, 0,16 g 
Natriumcitrat-Dihydrat in 80 mL Reinstwasser lösen und 
auf 100 mL auffüllen 
Reduktionspuffer I (3 mg DTT/mL): 30 mg 1,4-Dithiothreitol in 10 mL Probenpuffer lösen 
Reduktionspuffer II (500 mg DTT/mL): 500 mg 1,4-Dithiothreitol in 1 mL Probenpuffer lösen 
Lysozym-Stammlösung 1,4 mg/mL: 2,1 mg Lysozym aus Hühnereiweiß (HEWL) in 1,5 mL 
Reinstwasser lösen  
 
Probenvorbereitung 
Zur Probenvorbereitung wurden die nach Kapitel 3.5 erhaltenen vorzentrifugierten 
Suspensionen und Überstände jeweils mit Reinstwasser auf einen Proteingehalt von 
1 - 1,5 mg/mL verdünnt. In 2 mL-Reaktionsgefäßen wurden jeweils 500 µL der verdünnten 
Probenlösungen mit 500 µL des Reduktionspuffers I versetzt. Anschließend wurden die 
Proben für 4 min im siedenden Wasserbad erhitzt, danach sofort unter kaltem Wasser 
abgekühlt, 5 µL Reduktionspuffer II zugegeben und zur vollständigen Reaktion über Nacht 
im Kühlschrank gelagert. Im Anschluss wurden die Probenlösungen membranfiltriert 
(0,45 µm) und zur Messung mittels RP-HPLC-UV und dem in Tab. 34 angegebenen 
Trennprogramm eingesetzt. 
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Anlage: HPLC-UV, analytisch (Wellchrom, Knauer) 
Trennsäule: Zorbax 300 SB-C8, 4,6 × 150 mm (Agilent) mit Vorsäule 
(C8 4 × 3 mm) (Phenomenex) 
Säulentemperatur:  45 °C 
Elutionssystem: Gradient, t = 58 min 
Fließmittel:  FM A: 0,1 % Trifluoressigsäure in Reinstwasser (v/v) 
 FM B: 0,1 % Trifluoressigsäure in Acetonitril (v/v) 
Fluss:  0,5 mL/min 
Injektionsvolumen: 20 µL 
Detektion:  λ = 214 nm 
Auswertesoftware: Eurochrom 2000 
 
Für die Quantifizierung über eine externe Kalibrierung mit HEWL wurde eine ca. 1 mg/mL 
Lysozym-Stammlösung verwendet, deren exakter Gehalt photometrisch bei λ = 280 nm nach 
dem Lambert-Beer’schen Gesetz unter Einbeziehung des Extinktionskoeffizienten 
(ε = 2,65 mL mg-1 cm-1) bestimmt wurde. Aus der Stammlösung wurden Kalibrierstandard-
Lösungen im Bereich 10 - 700 µg/mL hergestellt. Je 500 µL dieser Lösungen wurden mit 
500 µL Reduktionspuffer I versetzt und anschließend analog den Proben behandelt.  
 
Tab. 34: Trennprogramm für die Lysozymbestimmung in Anlehnung an Bonfatti et al. (2008) 
Zeit [min] Fließmittel A [%] Fließmittel B [%] 
0,0 67 33 
5,0 67 33 
9,0 63 37 
18,0 60 40 
22,0 59 41 
27,5 59 41 
28,0 57 43 
37,0 55 45 
38,0 25 75 
47,0 25 75 
48,0 67 33 
58,0 67 33 
 
3 Methoden 
102 
 
Aus dem Gesamtgehalt des Lysozyms in der jeweiligen vorzentrifugierten Caseinmicell-
suspension und dem extra-micellar vorliegenden Lysozym in den nach Ultrazentrifugation 
erhaltenen Überständen wurde der micellare Lysozymgehalt durch Differenzbildung 
rechnerisch ermittelt. 
 
3.8.11 Bestimmung der Lysozymaktivität 
Um zu beurteilen, inwiefern die Aktivität von Hühnerweiweißlysozym (HEWL) beim Einbau 
in Caseinmicellen verschiedener Säugetiere erhalten bleibt, wurde die Lysozymaktivität in 
einem in vitro-Trübungstest bestimmt. Grundlage des Tests ist die lytische Aktivität des 
Lysozyms gegenüber den Zellwänden gram-positiver Bakterien. Dabei nimmt die Trübung 
einer Zellwandsuspension aus Micrococcus lysodeikticus in Abhängigkeit der 
Lysozymaktivität unterschiedlich schnell ab. 
Die Bestimmung der Lysozymaktivität wurde im Rahmen der wissenschaftlichen 
Abschlussarbeiten von Kati Emmerich (Emmerich, 2015) und Claudia Eckoldt (Eckoldt, 
2016) in Anlehnung an eine Methode nach Shugar (1952) optimiert und durchgeführt. 
Folgende Lösungen wurden benötigt: 
Kaliumphosphat-Puffer 66 mM,    
pH 6,2: 
1,796 g Kaliumdihydrogenphosphat in 150 mL Reinstwasser 
lösen, mit 1 M Kalilauge auf pH 6,2 einstellen und mit 
Reinstwasser auf 200 mL auffüllen 
Micrococcus lysodeikticus-
Zellsuspension 0,015 % (frisch 
herstellen): 
15 mg der gefriergetrockneten Micrococcus lysodeikticus-
Zellen in 100 mL Kaliumphosphat-Puffer lösen (bei 
λ = 450 nm sollte die Extinktion der Lösung zwischen 0,6 und 
0,7 liegen) 
 
800 µL der Zellsuspension wurden in eine Halbmikro-Küvette vorgelegt, mit 30 µL 
Probenlösung versetzt und die Lösung sofort mit einem Rührspatel vermischt. Unmittelbar im 
Anschluss wurde die Veränderung der Trübung photometrisch bei λ = 450 nm über einen 
Zeitraum von 5 min erfasst. Dazu wurden automatisch aller 10 s Messpunkte mit Hilfe der 
Software WinAspect 2.3.1.0 aufgezeichnet. Die Verdünnung der Proben wurde so gewählt, 
dass die Abnahme der Trübung im linearen Bereich verlief. Als Probenlösungen dienten dabei 
sowohl mit HEWL beladene und unbeladene Caseinmicellen, als auch Lösungen von HEWL 
gelöst im jeweiligen tierartspezifischen SMUF. Zur Untersuchung der mit HEWL beladenen 
Caseinmicellen, wurden die Micellsuspensionen mit 1,0 mg HEWL/mL aus Kapitel 3.5 bei 
100000 × g für 60 min bei 20 °C ultrazentrifugiert und über die in Kapitel 3.8.10 beschriebene 
RP-HPLC-Methode der micellare HEWL-Anteil bestimmt. Die erhaltenen 
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Caseinmicellpellets wurden anschließend in so viel tierartspezifischem SMUF resuspendiert, 
dass eine HEWL-Konzentration von 1,0 mg HEWL/mL resultierte. Die nativen 
Caseinmicellen wurden auf identische Weise resuspendiert. Für die Untersuchung des freien 
HEWL wurden entsprechend 1,0 mg HEWL/mL in tierartspezifischem SMUF gelöst. Zur 
Messung des Blindwerts wurden 30 µL des reinen tierartspezifischen SMUFs eingesetzt.  
Aus dem erhaltenen Anstieg der Gerade (Extinktion gegen Zeit) kann die Lysozymaktivität 
nach folgender Formel (10) berechnet werden: 
 
 L soz m   
|aProbe|   F   |aB |
0,001   0,094
   60  (10) 
 
mit:  L soz m Lysozymaktivität in U/mL 
 aProbe Anstieg der Gerade der Probe (Extinktion bei λ = 450 nm gegen die Zeit) in s
-1
 
 aB  Anstieg der Gerade des Blindwerts (Extinktion bei λ = 450 nm gegen die Zeit) 
in s
-1
 
 F Verdünnungsfaktor für lineare Trübungsabnahme 
 0,001   Absorptionsänderung bei λ = 450 nm pro Unit und min laut Definition 
 0,094 Probenvolumen berechnet auf den Reaktionsansatz von 2,6 mL in mL 
 60 Umrechnung des Geradenanstiegs in min-1 
Unit-Definition:  Eine Unit (U) Lysozym verändert die Absorption einer 
Zellwandsuspension von Micrococcus lysedeikticus bei pH 6,24 und 
25 °C in einem Reaktionsansatz von 2,6 mL um 0,001/min 
(λ = 450 nm) (Sigma-Aldrich, 2014). 
 
3.8.12 Bestimmung des Trübungsindexes 
Mit Hilfe von Trübungsmessungen wurden die Stabilitätsänderungen der Caseinmicellen 
gegenüber äußeren Einflüssen verfolgt. Grundlage für die Trübungsmessung ist die Fähigkeit 
der Caseinmicellen sichtbares Licht zu streuen, welche sich durch eine Destabilisierung der 
Micellen verändert, in deren Folge die Trübung geschwächt wird (Fox & Kelly, 2004). 
Die Bestimmung des Trübungsindexes erfolgte dabei zum einen zur Beurteilung der 
destabilisierenden Eigenschaften von EGTA gegenüber glykierten Caseinmicellen und zum 
anderen, im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeiten von Kati Emmerich 
(Emmerich, 2015) und Claudia Eckoldt (Eckoldt, 2016), zur Beurteilung der 
destabilisierenden Eigenschaften von EGTA und HEWL gegenüber Caseinmicellen 
verschiedener Säugetiere. 
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Für die Messung der Trübung wurden 100 µL Reinstwasser in eine 96-Well-Mikrotiterplatte 
vorgelegt, mit 100 µL der destabilisierten Micellsuspension versetzt und die verdünnte 
Suspension mit einem Rührspatel vermischt. Anschließend erfolgte die Messung der 
Absorption bei λ = 620 nm und 25 °C an einem Mikrotiterplattenlesegerät (Multiskan Askent) 
sowie die Aufzeichnung der Daten mit Hilfe der Software Ascent V.2.6. Als Referenzwert 
diente die nicht-destabilisierte Ausgangslösung (0 mM EGTA bzw. 0 mg HEWL/mL). 
Zur Berechnung des Trübungsindexes wurde nach Regnault et al. (2004) folgende 
Formel (11) angewandt: 
 
    
           
   
  (11) 
  
mit:   Trübungsindex 
        Absorption der destabilisierten Probenlösung bei λ = 620 nm 
     Absorption der nicht-destabilisierten Probenlösung bei λ = 620 nm 
 
3.8.13 Dynamische Lichtstreuung (DLS) 
Mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung wurde der hydrodynamische Durchmesser der 
Caseinmicellen bestimmt. Die Caseinmicellsuspensionen wurden dazu bei 500 × g und RT für 
5 min zentrifugiert und die Überstände mit den tierartspezifischen SMUFs auf einen 
Proteingehalt entsprechend 0,05 mg/mL verdünnt. Die verdünnten Suspensionen wurden 
anschließend erneut unter den angegebenen Bedingungen zentrifugiert. 500 µL der 
Überstände wurden in einer 1,5 mL-Halbmikroküvette mittels DLS vermessen. 
 
Anlage: DLS (Zetasizer Nano S, Malvern Instruments) 
Lichtquelle: He-Ne-Laser, λ = 633 nm 
Temperatur:  25 °C 
Messwinkel: 173 ° (Rückstreuung) 
Messposition: 4,65 nm 
Attenuator: automatisch 
Äquilibrierzeit:  120 s  
Messzeit:  100 × 5 s 
Auswertesoftware: Zetasizer Software 7.01 (Auswertung über Intensitäts- bzw. 
Anzahlverteilung) 
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3.8.14 Rasterelektronenmikroskopie (REM) 
Die Gestalt und die Oberflächenstruktur der Caseinmicellen wurden mit Hilfe der 
Rasterelektronenmikroskopie charakterisiert. Dazu wurden die Caseinmicellen über eine 
Carbodiimid-Kupplung an einem funktionalisierten Silicium-Wafer immobilisiert. Die 
Probenpräparation erfolgte in Anlehnung an Martin et al. (2006). Die 
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden in Kooperation mit der Professur für 
Anorganische Chemie II der TU Dresden durchgeführt. 
Folgende Lösungen wurden benötigt: 
11-Mercaptoundecansäure in 
Ethanol (11-MUA) 2 mM: 
0,022 g 11-MUA in 50 mL Ethanol (absolut) lösen 
N-Hydroxysuccinimid (NHS) 0,1 M: 0,576 g NHS in 50 mL Reinstwasser lösen 
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimid (EDC) 0,4 M: 
3,833 g EDC   HCl in 50 mL Reinstwasser lösen 
Imidazolpuffer 20 mM mit 5 mM 
Calcium, pH 7,0:  
0,340 g Imidazol und 0,184 g Calciumchlorid-Dihydrat in 
Reinstwasser lösen, mit 1 M Salzsäure auf pH 7,0 einstellen 
und mit Reinstwasser auf 250 mL auffüllen 
Glutaraldehyd in Imidazol-Puffer 
1,5 %: 
60 µL 50 % Glutaraldehyd mit 1940 µL Imidazol-Puffer 
mischen 
 
Vorbereitung des Probenträgers 
Als Probenträger dienten Si-Wafer (Infineon Technologies GmbH), die in zirka 0,5 × 0,5 cm 
große Stücke geschnitten, in absolutem Ethanol im Ultraschallbad gereinigt und im 
Stickstoffstrom getrocknet wurden. Die gereinigten Plättchen wurden an einem Sputter Coater 
Q150 ES (Quorum Technologies) bei einer Stromstärke von 30 mA und einer 
Beschichtungsdauer von 60 s mit ~ 35 nm Gold gesputtert und anschließend sofort für 
mindestens 18 h in 2 mM 11-MUA-Lösung eingelegt, wodurch sich auf der Wafer-Oberfläche 
eine self-assembled monolayer (SAM) ausbildete. 
 
Immobilisierung der Caseinmicellen 
Nachdem die Wafer an der Luft getrocknet wurden, erfolgte die Aktivierung der 
Carboxylgruppen der 11-MUA. Dazu wurden die Plättchen für 30 min in einem 1:1-Gemisch 
aus 0,1 M NHS- und 0,4 M EDC-Lösung inkubiert und für 30 s in Reinstwasser gewaschen. 
Im Anschluss verblieben die Si-Plättchen 45 min in der jeweiligen Caseinmicellsuspension, 
wodurch die Caseine über eine Carbodiimid-Kupplung kovalent an die aktivierte Wafer-
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Oberfläche immobilisiert wurden. Nachfolgend wurden die Plättchen in Imidazol-Puffer 
überführt und bis zur weiteren Verwendung, jedoch mindestens 10 min, darin gelagert. 
 
Fixierung der Caseinmicellen 
Zur Fixierung der Caseinmicellen wurde eine 1,5 %ige Glutaraldehydlösung auf die Wafer 
aufgetropft und die Proben mit dieser für 30 min inkubiert. Nach Waschen der Proben mit 
Imidazol-Puffer musste das Wasser schrittweise aus den Micellen entfernt und gegen Ethanol 
ausgetauscht werden. Dieser Schritt war notwendig, weil das zum Trocknen der Proben 
verwendete flüssige CO2 wasserunlöslich ist. Die schrittweise Dehydratisierung der 
Caseinmicellen mit Ethanol ist in Tab. 35 dargestellt. Die Wafer wurden dazu in soviel 
Lösung eingelegt, dass sie vollständig bedeckt waren. 
 
Tab. 35: Dehydratisierung der Caseinmicellen mit Ethanol für die REM 
c(Ethanol) [%] Verweildauer des Wafers [min] 
70 5 
90 10 
100 10 
100 10 
100 10 
 
Trocknung 
Die in absolutem Ethanol eingelegten Proben wurden an der Professur für Anorganische 
Chemie I der TU Dresden freundlicherweise von M. Sc. Felix Hippauf in einem Autoklaven 
mit überkritischem CO2 getrocknet. Dazu wurden die Proben im Autoklaven (Critical point 
Dryer, SPI Supplies) auf 15 °C temperiert und über zwei Tage mit flüssigem CO2 gespült, 
welches alle 60 min ausgetauscht wurde. Anschließend erfolgte eine Temperaturerhöhung auf 
37 °C, wodurch das flüssige CO2 in den überkritischen Zustand überging. Nach erfolgter 
Trocknung wurde das CO2 innerhalb von 2 - 3 h vorsichtig abgelassen. 
Bis zur Vermessung wurden die Proben im Exsikkator über di-Phosphorpentoxid gelagert. 
 
Rasterelektronenmikroskopie 
Die REM-Messungen wurden an der Professur für Anorganische Chemie II der TU Dresden 
freundlicherweise von M. Sc. Alexander Weiz durchgeführt. Für die Aufnahmen wurden die 
präparierten Si-Wafer mit einem Kohlenstoffpad auf einem 15 mm-Aluminiumprobenhalter 
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fixiert. Die REM-Messungen erfolgten an einem hochauflösenden Rasterelektronenmikroskop 
mit kalten Feldemissionskathoden SU8020 (Hitachi, Japan). Um Beschädigungen der 
Caseinmicellen durch den Elektronenstrahl zu vermeiden, wurden die Aufnahmen mit 
geringen Beschleunigungsspannungen (Ua) und niedrigen Beschleunigungsstromstärken (Ia) 
durchgeführt. Typische Einstellungen des Elektronenstrahls waren Ua = 1 kV und Ia = 2 µA. 
Für hoch aufgelöste Bilder wurde zudem ein semi-in-lens Sekundärelektronendetektor mit 
einem geringen Arbeitsabstand von 1,5 - 2,0 mm verwendet. 
 
 3.9 Mikrobiologische Methoden 
Die mikrobiologischen Untersuchungen wurden an der Professur für Allgemeine 
Mikrobiologie, Fachrichtung Biologie der TU Dresden unter der freundlichen Anleitung von 
Dr. Diana Wolf im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Claudia Eckoldt 
(Eckoldt, 2016) durchgeführt. 
Folgende Lösungen wurden benötigt: 
LB-Medium nach Bertani (1951): 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt und 10 g Natriumchlorid in 
destilliertem Wasser lösen, mit 1 M Natronlauge auf pH 7,0 
einstellen und mit destilliertem Wasser auf 1000 mL auffüllen; 
20 min bei 121 °C autoklavieren 
LB-Agar: 15 g Agar-Agar in 1 L LB-Medium lösen  
MRS-Medium nach de Man et al. 
(1960): 
55 g Difco MRS Broth in 1 l destilliertem Wasser lösen; 20 min 
bei 121 °C autoklavieren 
MRS-Agar: 70 g Difco MRS Agar in 1 l destilliertem Wasser lösen; 20 min 
bei 121 °C autoklavieren 
LB- und MRS-Weichagar: LB- bzw. MRS-Agar mit dem jeweiligen Medium auf 0,75 % 
verdünnen 
 
Zur Herstellung der Agar-Platten wurden die autoklavierten Agar-Lösungen auf 60 °C 
abgekühlt und zirka 20 - 25 mL in sterile Petrischalen gegossen. Anschließend wurden die 
Petrischalen bei RT abgekühlt. Die so hergestellten Platten wurden entweder direkt verwendet 
oder auf dem Kopf stehend in Plastiktüten bei 4 °C gelagert. 
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3.9.1 Allgemeine Anzuchtbedingungen 
Die für die Arbeiten verwendeten Bakterienstämme sind in Tab. 36 angegeben. 
 
Tab. 36: Mikroorganismen aus der Stammsammlung der Professur für Allgemeine Mikrobiologie, 
Fachrichtung Biologie der TU Dresden 
Name Spezifikation Genotyp Gram-Färbung 
Bacillus subtilis W128 trpC2 (Laborstamm) positiv 
Escherichia coli DSM30083 - negativ 
Lactococcus lactis W23 - positiv 
Micrococcus luteus - - positiv 
 
Die Kulturen von B. subtilis und E. coli wurden bei 37 °C sowie M. luteus bei 30 °C in 
LB-Medium (nach Bertani) unter Schütteln bei 220 rpm oder auf LB-Agarplatten angezogen. 
L. lactis wurde in MRS-Medium (Difco BD) stehend oder auf MRS-Agarplatten, luftdicht mit 
Parafilm abgeschlossen, bei 37 °C inkubiert. Die Inkubationen erfolgten jeweils über Nacht. 
 
3.9.2 Plattendiffusionstest 
Um die Teststämme aus Tab. 36 bezüglich ihrer Sensitivität gegenüber Hühnereiweißlysozym 
zu beurteilen, wurden diese mit Hilfe von Plattendiffusionstests untersucht. 
Hierzu wurden die Übernachtkulturen der Bakterienstämme 1:100 in 3 mL frisches 
LB-Medium überimpft und bis zum Erreichen einer optischen Dichte (OD) von 0,6 - 0,8 
(λ = 600 nm) bei 37 °C und 220 rpm geschüttelt. Anschließend wurden 100 µL der jeweiligen 
Kultur in 3 mL LB-Weichagar (0,75 %) gegeben, gemischt und gleichmäßig auf einer 
LB-Agarplatte verteilt. Wurde L. lactis als Teststamm verwendet, wurden direkt 50 µL der 
Übernachtkultur in 3 mL MRS-Weichagar (0,75 %) gegeben, gemischt und auf einer 
MRS-Agarplatte verteilt. Nach dem Trocknen der Platten wurden Filterpapierplättchen 
(Grade GF/D, Ø 7 mm), auf die jeweils 20 µl 10 mg HEWL/mL bzw. 0,6 mg HEWL/mL in 
bovinem SMUF (Na-Azid frei) pipettiert wurden, mit Hilfe einer Pinzette auf die Agarplatten 
aufgelegt. Die Inkubation der Platten erfolgte über Nacht unter den in Kapitel 3.9.1 
angegebenen Bedingungen. Am folgenden Tag wurden die einzelnen Hemmhofdurchmesser 
bestimmt. 
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3.9.3 Mikrotiterplattenassay mit Bacillus subtilis 
Da B. subtilis als die geeignetste Bakterienkultur für weiterführende Experimente identifiziert 
wurde, erfolgte der Mikrotiterplattenassay ausschließlich mit diesem Stamm. 
Hierzu wurde eine B. subtilis-Übernachtkultur 1:100 in 3 mL frisches LB-Medium überimpft 
und anschließend bei 37 °C und 220 rpm geschüttelt. Nach Erreichen einer OD von 0,6 - 0,8 
(λ = 600 nm) wurde die Kultur mit LB-Medium auf eine OD600 = 0,1 eingestellt und zu je 
200 µL in eine sterile 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Die äußeren Wells der Platte 
wurden mit jeweils 200 µL sterilem Wasser gefüllt, um Verdunstungen zu vermeiden. Nach 
dem Platzieren der befüllten Platte in einem Mikrotiterplattenlesegerät (Synergy Neo) wurde 
zunächst die initiale OD bei λ = 600 nm mit Hilfe der Gen5 Data Analysis Software 
(Version 06/2010) bestimmt. Anschließend wurde die Platte direkt im Plattenlesegerät bei 
37 °C geschüttelt und alle 5 min die OD600 aufgezeichnet. Nach 1 h Inkubation wurde die 
Platte aus dem Lesegerät entnommen und 20 µL der jeweiligen Testsubstanzen hinzu 
gegeben. Die Testsubstanzen wurden dabei unverdünnt sowie in mehreren 
Verdünnungsstufen, die jeweils durch eine 1 + 1 Verdünnung der nächst höheren 
Konzentration erhalten wurden, aufgetragen. Im Folgenden wurde die Platte erneut im 
Plattenlesegerät bei 37 °C geschüttelt und die OD600 kontinuierlich über einen Zeitraum von 
15 h gemessen.  
Als Testsubstanzen dienten dieselben Caseinmicellsuspensionen und SMUF-Lösungen, die 
für den Lysozym-Aktivitätstest eingesetzt wurden (vgl. Kapitel 3.8.11). Zusätzlich wurden die 
jeweiligen Proben als Blindwert in 200 µL LB-Medium ohne Bakterienkultur auf dieselbe 
Mikrotiterplatte aufgetragen und analog der Ansätze mit B. subtilis-Kultur behandelt. Die 
daraus erhaltenen OD600 wurden im Anschluss an die Messung von den OD600 der Ansätze 
mit Bakterienkultur subtrahiert. 
Zur Kontrolle des Wachstumsverlaufs der Bakterien wurden diese zudem ohne Zugabe von 
Testsubstanzen inkubiert. 
 
Anlage: Mikrotiterplattenlesegerät (Synergy Neo, BioTek) 
Mikrotiterplatte: 96-Well, Flachboden, transparent, Polystyrol, steril, mit 
Deckel 
Temperatur:  37 °C 
Zeit: 1 h (Vorinkubation), 15 h (Hauptinkubation) 
Schütteln: linear, kontinuierlich 
Schüttelfrequenz:  567 cpm (3 mm) 
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Detektion:  λ = 600 nm 
Modus: Absorption, Endpunkt, gesamte Platte 
Messinterval: 5 min, 181 Reads 
Lesegeschwindigkeit: normal 
Verzögerung: 50 msec 
Messung pro Datenpunkt: 8 
Auswertesoftware: Gen5 Data Analysis Software 
 
 3.10 Statistische Verfahren 
Sofern nicht separat vermerkt, sind die Messwerte als arithmetisches Mittel, basierend auf 
Zweifachbestimmungen, unter Angabe der zugehörigen Standardabweichungen angegeben. 
Diese wurden nach Funk et al. (2005) und Rauscher et al. (1986) aus einer Reihe von n 
Zufallsvariablen (x1, x2,…, xn) wie folgt berechnet: 
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Standardabweichung (Stichprobe)  
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Korrelationsanalyse nach Pearson (Backhaus et al., 2011)  
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       Ausprägung der Eigenschaft j bei Objekt k (bzw. l),  
wobei: j = 1,  , …, J 
   ̅   Durchschnittswert aller Eigenschaften bei Objekt k (bzw. l) 
 
Die Korrelationsanalyse erfolgte mit Hilfe der Software SPSS Statistics 23.0.0.0 (IBM 
Corporation, USA) 
 
Aufgrund der unterschiedlichen Skalierungen der erhobenen Messdaten, erfolgte im Vorfeld 
der Clusteranalyse eine Standardisierung des Datensatzes nach Backhaus et al. (2011). 
  
Standardisieren   
   
    ̅
 
 
 
 
Clusteranalyse 
 
Bei der Clusteranalyse handelt es sich um ein multivariates Analyseverfahren. Dieses 
hierarchische Klassifizierungsverfahren fasst einzelne Objekte schrittweise nach 
ähnlichen Eigenschaften (Messgrößen) zu Clustern zusammen. Die Eigenschaften der 
Objekte innerhalb eines Clusters sollen dabei möglichst homogen, die Cluster 
untereinander hingegen möglichst inhomogen sein (Backhaus et al., 2011). Die 
Clusteranalyse erfolgte mit Hilfe der Software SPSS Statistics 23.0.0.0 (IBM 
Corporation, USA) und wurde mit den standardisierten Messdaten durchgeführt. Als 
Fusionierungsalgorithmus wurde die Ward-Methode mit der quadrierten Euklidischen 
Distanz als Ähnlichkeitsmaß gewählt. 
 
Zur Charakterisierung der erhaltenen Cluster bezüglich ihrer Homogenität sowie der 
Repräsentanz bestimmter Eigenschaften innerhalb eines Clusters wurden die 
F- beziehungsweise t-Werte aus den nicht-standardisierten Messdaten nach Backhaus et al. 
(2011) berechnet. 
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F-Wert   
  
 (   )
 ( )
 
 
   (   )  Varianz der Messgröße J im Cluster G 
   ( )  Varianz der Messgröße in der Erhebungsgesmtheit 
 
 
t-Wert   
  
 (   )   ( )
 ( )
 
 
   (   )  Mittelwert der Messgröße J über die Objekte im Cluster G 
   ( )  Gesamtmittelwert der Messgröße J in der Erhebungsgesamtheit 
   ( )  Standardabweichung der Messgröße J in der Erhebungsgesamtheit 
 
 
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen 
 
Die Bestimmungen der Nachweisgrenzen erfolgten nach Kromidas (2000) basierend auf 
einem Signal/Rausch-Verhältnis von 3:1. Die Bestimmungsgrenzen wurden basierend auf 
einem Signal/Rausch-Verhältnis von 5:1 ermittelt. 
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4 Ergebnisse und Diskussion 
 4.1 Extra-micellare Salze in der Milch verschiedener Säugetiere 
Die Milch verschiedener Säugetiere bildete die Grundlage für die Untersuchungen der 
Caseinmicellen. Es handelte sich dabei zum einen um Milch der Paarhufer Kuh, Büffel, 
Schaf, Ziege und Kamel und zum anderen um die der Unpaarhufer Pferd (im Folgenden als 
Stute bezeichnet) und Esel. Zusätzlich wurden Humanmilchproben verschiedener 
Spenderinnen untersucht. Während die Unpaarhufer und der Mensch zu den Nicht-
Wiederkäuern zählen, handelt es sich bei den meisten Paarhufern um Wiederkäuer. Eine 
Ausnahme stellt das Kamel dar. Kamele gehören der Unterordnung der Schwielensohler und 
der Familie der Kameliden an und zählen nach taxonomischer Einordnung nicht zu den 
Wiederkäuern (Held, 2005; Wehner & Gehring, 2007). Da sie aber wiederkäuen (Wehner & 
Gehring, 2007), werden sie nachfolgend trotzdem dieser Kategorie zugeordnet.  
Die Caseinmicellen verschiedener Säugetiere wurden in der vorliegenden Arbeit aus 
unbehandelter Rohmilch gewonnen. Um Wechselwirkungen zwischen den Micellen und 
Fettkügelchen zu vermeiden, wurden die Milchproben zunächst durch Zentrifugation entfettet. 
Aus den erhaltenen Magermilchproben konnten die Caseinmicellen anschließend mit Hilfe 
der Ultrazentrifugation isoliert werden. Für eine Charakterisierung der Micellen sowie 
weiterführende Experimente war es im Folgenden notwendig, die micellaren Partikel zu 
resuspendieren. Um das natürliche Milieu der Caseinmicellen optimal zu simulieren, erfolgte 
die Resuspension in synthetischem Milchultrafiltrat (SMUF). Dieses enthält alle in der Milch 
frei vorliegenden Salze, bezieht jedoch sämtliche andere Milchbestandteile nicht mit ein. In 
der Literatur liegen bislang lediglich Angaben für bovinen SMUF vor (Jenness & Koops, 
1962). In Voruntersuchungen zeigte sich jedoch, dass die Salzzusammensetzung des 
synthetischen Milchultrafiltrats für Kuh nicht für alle untersuchten Tierarten gleichermaßen 
zur Reformierung der Caseinmicellen geeignet ist. Aus diesem Grund war es zunächst 
notwendig für die anderen Tiere die extra-micellar gelösten Salze in der Milch experimentell 
zu bestimmen. Dazu wurde, im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Kati 
Emmerich (Emmerich, 2015), die nach der Ultrazentrifugation der Milch als Überstand 
erhaltene Molke druckfiltriert und das Filtrat mittels ICP-OES auf die Gehalte an gelöstem 
Kalium, Natrium, Calcium, Magnesium, Phosphat und Sulfat sowie mittels 
potentiometrischer Titration auf Chlorid und mittels enzymatischer Bestimmung auf Citrat 
untersucht.  
In Abb. 19 sind die ermittelten extra-micellaren Salzkonzentrationen zusammengefasst.  
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Abb. 19: Gehalte der extra-micellaren Salze in Magermilch verschiedener Säugetiere: a) Kalium, 
b) Natrium, c) Calcium, d) Magnesium, e) Chlorid
‡
, f) Phosphat, g) Sulfat und h) Citrat
*
; bestimmt 
mittels ICP-OES, 
‡
Potentiometrie und 
*
Enzymatik 
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Verallgemeinert lässt sich erkennen, dass die Milch der Wiederkäuer deutlich salzreicher ist 
als die der Nicht-Wiederkäuer. Diese Beobachtung steht im Einklang mit der Literatur. In 
freier Form kommen vor allem die einwertigen Ionen Kalium, Natrium und Chlorid vor. 
Diese sind zusammen mit Lactose hauptverantwortlich für den osmotischen Druck der Milch, 
der dem des Blutes entspricht (Park et al., 2013; Töpel, 2016). Besonders hoch sind die 
extra-micellaren Gehalte dieser Ionen in Kamelmilch. Verglichen mit Angaben nach Al Haj & 
Al Kanhal (2010) wurden in der vorliegenden Arbeit jeweils 42 und 25 % höhere Kalium- 
bzw. Natriumkonzentrationen bestimmt. Allerdings hängen die Gehalte dieser Mineralien sehr 
stark von der Rasse und der Fütterung ab (Al Haj & Al Kanhal, 2010). Für Chlorid wurden im 
Vergleich zu Khaskheli et al. (2005) 13 % geringere Gehalte analysiert. Hohe 
Chloridkonzentrationen werden jedoch vor allem mit dem Verzehr stark salzhaltiger Pflanzen 
in Verbindung gebracht, die bevorzugt in den heißen Ursprungsgebieten der Kamele 
vorkommen (Khaskheli et al., 2005). Da die verwendete Milch von einer Kamelfarm in den 
gemäßigten Breiten bezogen wurde, ist davon auszugehen, dass die Tiere vorrangig Pflanzen 
aus den dortigen Regionen mit geringeren Salzmengen verzehren. Aufgrund dessen sind 
geringere Chloridgehalte zu erwarten als bei Khaskheli et al. (2005). Für die anderen 
Tierarten lagen die ermittelten Konzentrationen an Kalium, Natrium und Chlorid im Bereich 
der Literaturdaten (Holt & Jenness, 1984; Park et al., 2007; Ahmad et al., 2008; Salimei & 
Fantuz, 2012). Im Gegensatz zu Kalium, Natrium und Chlorid sind die Konzentrationen der 
Kationen Calcium und Magnesium sowie der Anionen Phosphat, Sulfat und Citrat bei allen 
Tierarten deutlich niedriger. Vor allem Calcium und Phosphat kommen in der Milch in 
großen Mengen vor, sind dort jedoch zu über 50 % in den Caseinmicellen gebunden 
(Gaucheron, 2005). Die ermittelten Gehalte an freiem Calcium, Magnesium und Sulfat 
stimmen sehr gut mit den verfügbaren Literaturdaten überein (Holt & Jenness, 1984; Farah & 
Ruegg, 1989; de la Fuente et al., 1997; Park et al., 2007; Ahmad et al., 2008; Bijl et al., 
2013). Für das extra-micellare Phosphat wurden allgemein höhere Gehalte bestimmt als in der 
Literatur beschrieben. Möglicherweise konnten durch die verwendete Methodik nicht alle 
Phosphorverbindungen vollständig abgetrennt werden, weshalb zum Beispiel enthaltene 
Phospholipide mit erfasst worden sein könnten. Die analysierten Konzentrationen liegen aber 
dennoch in den gleichen Größenordnungen. Mit Ausnahme von Schaf und Ziege wurden auch 
für Citrat ähnliche Gehalte wie in der Literatur ermittelt (Holt & Jenness, 1984). Die 
ermittelten Citrat-Konzentrationen im nicht-zentrifugierbaren Überstand der ovinen und 
caprinen Milch waren hingegen deutlich geringer als in der Literatur angegeben. Allerdings 
sind der Citratmetabolismus und der Gehalt des Citrats in der Milch stark von biochemischen 
und physiologischen Faktoren sowie der Ernährung abhängig (Holt & Jenness, 1984). In 
Übereinstimmung mit Literaturdaten zeigten sich für die Humanmilch unter den hier 
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untersuchten Tierarten insgesamt die niedrigsten Konzentrationen an extra-micellaren Salzen 
(Holt & Jenness, 1984; Holt, 1993).  
Aus den experimentell bestimmten Konzentrationen an freien Salzionen wurde die in 
Kapitel 3.2.3 angegebene Zusammensetzung der tierartspezifischen SMUFs berechnet. 
 
 4.2 Charakterisierung der Caseinmicellen verschiedener Säugetiere 
Die Caseinmicellen der verschiedenen Säugetiere sollten zum einen anhand von strukturellen 
und chemischen Eigenschaften und zum anderen anhand ihres Verhaltens gegenüber äußeren 
Einflüssen charakterisiert werden. Hierüber sollten Erkenntnisse zu möglichen Unterschieden 
im Aufbau der Micellen gewonnen werden. Im Vordergrund standen dabei Untersuchungen 
zur Größe, zur Oberflächenmorphologie und Proteinzusammensetzung sowie zum Gehalt von 
Mineralstoffen, die für den Zusammenhalt des micellaren Verbands entscheidend sind. Um 
den Einfluss insbesondere der Proteinzusammensetzung und der Mineralstoffe auf die 
Eigenschaften der Caseinmicellen näher zu beleuchten, wurde zudem das Verhalten bei einem 
Calciumentzug untersucht.  
Im Vorfeld dieser Untersuchungen war es jedoch zunächst notwendig, die Eignung der 
synthetischen Milchultrafiltrate für die Reformierung der Micellen zu überprüfen 
(Emmerich, 2015). Wie in Abb. 20 ersichtlich ist, konnte der Anteil an extra-micellarem 
Casein in den Suspensionen mit tierspezifischem SMUF im Vergleich zur ursprünglichen 
Resuspension der Micellen in bovinem SMUF deutlich verringert werden.  
 
 
Abb. 20: Anteil des extra-micellaren Caseins am Gesamtcasein nach Resuspension der Caseinmicellen 
verschiedener Tierarten in bovinem bzw. tierartspezifischem synthetischen Milchultrafiltrat (SMUF); 
bestimmt mittels Proteinbestimmung nach Bradford 
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Der Anteil des extra-micellaren Caseins ist ein Maß für die Fähigkeit der Caseinmonomere 
während des Reformierungsprozesses ihre ursprüngliche Micellform wieder zu erlangen. 
Insbesondere bei den Caseinmicellsuspensionen von Schaf, Stute und Mensch konnte durch 
die tierartspezifische Salzzusammensetzung eine Reduktion der freien Caseine um bis zu 
50 % erreicht werden. Bei den Caseinmicellen aus Schafmilch wird deutlich, dass sich diese 
nur stabil ausbilden können, wenn ausreichend Salze zur Verfügung stehen. Vor allem die für 
die Strukturausbildung der Micellen wichtigen Ionen Calcium, Magnesium und Phosphor 
weisen in Schafmilch höhere extra-micellare Gehalte auf als in Kuhmilch, während 
Citronensäure in deutlich geringeren Konzentrationen vorkommt (vgl. Kapitel 4.1). Wie am 
Beispiel der Caseinmicellen von Stute, Esel und Mensch ersichtlich wird, wirkt sich ein zu 
hoher Salzgehalt ebenfalls negativ auf die Micellreformierung aus. Verglichen mit bovinem 
SMUF liegen die extra-micellaren Salze bei diesen Tierarten in wesentlich geringeren 
Konzentrationen vor und die SMUFs weisen entsprechend niedrigere Ionenstärken auf. Die 
hohen Salzgehalte des bovinen SMUF könnten zu einer Störung der ionischen 
Wechselwirkungen in den Caseinmicellen führen. Es ist denkbar, dass zu hohe 
Konzentrationen der positiv geladenen Ionen Kalium oder Natrium zu Wechselwirkungen mit 
den negativ geladenen Phosphoserin-, Glutaminsäure- oder Asparaginsäureresten der Proteine 
führen und dadurch die Zugänglichkeit des Calciums als Verknüpfungselement der 
Caseinmonomere erschweren. Ebenso könnte eine zu hohe Chloridkonzentration die 
Verfügbarkeit von Calcium oder Magnesium für die Micellbildung reduzieren. Neben der 
verringerten Ionenstärke zeigte sich in Voruntersuchungen, dass die Isolierung der humanen 
Caseinmicellen bei 37 °C statt 20 °C zur Senkung des extra-micellaren Caseinanteils beiträgt. 
Im Vergleich zur Isolierung bei 20 °C sind die hydrophoben Wechselwirkungen bei höheren 
Temperaturen stärker ausgeprägt und eine verbesserte Micellreformierung konnte beobachtet 
werden. Allgemein ist der Gehalt an freien Caseinen bei der Humanmilchprobe trotzdem 
höher als bei den anderen Proben. Ein Grund hierfür könnte die geringe Größe der humanen 
Micellen sein (vgl. Kapitel 4.2.1.1). Denkbar wäre, dass für die vollständige Abtrennung der 
Partikel aus der Lösung eine höhere Zentrifugalbeschleunigung als 100000 × g gewählt 
werden müsste. Eventuell wurden mit der verwendeten Methode neben freien 
Caseinmonomeren auch kleine, nicht-zentrifugierbare Micellen mit erfasst. Im Vergleich zur 
Suspension der Caseimicellen in bovinem SMUF konnte jedoch trotzdem eine deutliche 
Verbesserung der Micellreformierung erreicht werden. 
Zusammenfassend betrachtet können die tierartspezifischen synthetischen Milchultrafiltrate 
als geeignet zur Suspension der isolierten Caseinmicellen betrachtet werden, um diese in ihrer 
ursprünglichen Form untersuchen zu können. 
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4.2.1 Strukturelle Eigenschaften der Caseinmicellen 
4.2.1.1 Hydrodynamischer Durchmesser  
Die Größe der Caseinmicellen wird in der vorliegenden Arbeit als hydrodynamischer 
Durchmesser angegeben und wurde mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung (DLS) ermittelt. 
Diese Technik nutzt die Fähigkeit der Micellen aus, sichtbares Licht zu streuen. Die Intensität 
des Streulichts ist dabei der direkte Messwert aus dem der entsprechende hydrodynamische 
Durchmesser berechnet wird. Da die Intensität des Streulichts jedoch mit der Partikelgröße 
zunimmt, werden große Partikel im Vergleich zu kleinen Partikeln überbewertet, weshalb die 
Verteilungskurven leicht zu größeren Durchmessern verschoben werden (Malvern 
Instruments, 2015). Aufgrund dessen stößt die Methode vor allem bei vielen kleinen und 
wenig großen Partikeln an ihre Grenzen, sodass die kleinen Teilchen nur unzureichend erfasst 
werden können. Besonders bei den Caseinmicellen aus Humanmilch, die nur eine 
durchschnittliche Größe von 35 bis 80 nm aufweisen (Sood et al., 1997), konnte dieses 
Phänomen beobachtet werden. Für die Humanmilchproben wurde deshalb eine alternative 
Auswertemethode über die Anzahlverteilung gewählt. Hierbei wird über die voreingestellten 
Parameter Brechungsindex und Dichte der Partikel eine Größenverteilungskurve nach der 
Partikelanzahl berechnet. Dadurch wird der Einfluss großer Partikel minimiert und eine 
Überbewertung dieser verhindert (Malvern Instruments, 2015). Diese Auswertung hat jedoch 
den Nachteil, dass die Ergebnisse über verschiedene Berechnungsschritte generiert werden 
und somit anfälliger für Ungenauigkeiten sind (Malvern Instruments, 2015). Aus diesem 
Grund wurden alle weiteren Proben über die Intensitätsverteilung ausgewertet. 
In Abb. 21 sind die mittels DLS erhaltenen Größenverteilungskurven der Caseinmicellen der 
untersuchten Säugetiere dargestellt, die im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit 
von Kati Emmerich (Emmerich, 2015) erhalten wurden. In Abb. 21a fallen dabei besonders 
die spitzen Verteilungskurven bei den Micellen aus Kuh-, Büffel- und Schafmilch auf. Im 
Gegensatz zu diesen sind die Caseinmicellen von Ziege und Kamel über einen viel breiteren 
Größenbereich verteilt. So wurden beispielsweise die Kamelmicellen mit Größen zwischen 50 
und 700 nm detektiert, wohingegen für die bovinen Partikel nur eine Spanne von 90 bis 
350 nm ermittelt werden konnte. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Literatur, 
wonach ebenfalls die Caseinmicellen von Kamel und Ziege deutlich breitere 
Verteilungskurven aufweisen als die von Kuh, Büffel und Schaf (Buchheim et al., 1989). 
Weiterhin lässt sich erkennen, dass die bovinen Micellen mit einem Maximum bei 167 nm 
unter den Wiederkäuern die kleinsten sind. Das Kurvenmaximum gibt dabei den 
hydrodynamischen Durchmesser an, bei dem die meisten Partikel detektiert wurden und stellt 
somit ein Maß für die mittlere Größe der Micellen dar. 
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Abb. 21: Größenverteilung der Caseinmicellen verschiedener Säugetiere isoliert aus 
a) Wiederkäuermilch, b) Nicht-Wiederkäuermilch und c) Humanmilch; bestimmt mittels dynamischer 
Lichtstreuung (DLS) 
 
 
Zusätzlich zur gesamten Größenpopulation wurden die Caseinmicellen aus Kuhmilch, im 
Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Mathias Jäser (Jäser, 2014), nach 
fraktionierter Ultrazentrifugation (vgl. Kapitel 3.4) betrachtet. Um den Einfluss einzelner 
großer Partikel zu minimieren, sind die erhaltenen Fraktionen sowie die nicht-fraktionierte 
Micellsuspension in Abb. 22 in der anzahlgewichteten Verteilung dargestellt. Hierbei wird 
sehr gut deutlich, dass die Caseinmicellen mit Hilfe der fraktionierten Ultrazentrifugation in 
vier Fraktionen unterschiedlicher Größe unterteilt werden können und die Micellen ohne 
Fraktionierung in der Größenverteilung einen Mittelwert aus den vier Fraktionen ergeben. Die 
Fraktionen stellten dabei keine diskreten Größenbereiche dar, sondern es ist eine 
Überschneidung der Verteilungskurven zu beobachten. Diese weisen jedoch verschiedene 
Maxima auf. In Abhängigkeit der Zentrifugalbeschleunigung nehmen die Micelldurchmesser 
entsprechend mit steigender Fraktionsnummer ab. 
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Abb. 22: Anzahlgewichtete Größenverteilung der durch fraktionierte Ultrazentrifugation gewonnenen 
Micellfraktionen im Vergleich zu nicht-fraktionierten bovinen Caseinmicellen; bestimmt mittels DLS 
 
In Tab. 37 sind die mittleren hydrodynamischen Durchmesser sowie die 
Polydispersitätsindizes (PDI) der einzelnen Fraktionen angegeben. Der PDI ist dabei ein Maß 
für die Breite der Größenverteilungskurve einer Probe. Je kleiner der PDI ist, umso 
monodisperser ist die Probe. Ein PDI < 0,05 wird in der Praxis als monodispers bewertet und 
bei einem PDI zwischen 0,1 und 0,2 wird von einer engen Verteilung gesprochen (Schmeer, 
2006).  
 
Tab. 37: Mittlere hydrodynamische Durchmesser und Polydispersitätsindizes (PDI) der durch 
Ultrazentrifugation nach der Größe fraktionierten Caseinmicellen; bestimmt mittels DLS 
 mittlerer 
hydrodynamischer 
Durchmesser [nm] 
Polydispersitäts- 
index (PDI) 
 
nicht-fraktionierte Caseinmicellen 111 0,113 
Fraktion 1 167 0,107 
Fraktion 2 136 0,069 
Fraktion 3 100 0,049 
Fraktion 4 60 0,161 
 
Die Fraktionen 1 - 3 weisen einen geringeren PDI auf als die Gesamtpopulation der bovinen 
Caseinmicellen, wohingegen der Wert für Fraktion 4 größer ist. Insbesondere Fraktion 3 kann 
per Definition als monodisperse Lösung, mit einer sehr geringen Verteilungsbreite, angesehen 
werden. Die breitere Verteilung von Fraktion 4 kann damit erklärt werden, dass bei diesem 
Zentrifugationsschritt alle noch in der Lösung verbliebenen Caseinmicellen abgetrennt 
werden und dadurch auch vereinzelte nicht sedimentierte größere Partikel in das Micellpellet 
gelangen.  
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Wie aus Tab. 38 ersichtlich wird, unterscheiden sich die Caseinmicellen von Büffel und Schaf 
mit einem mittleren hydrodynamischen Durchmesser von 185 nm nicht voneinander und auch 
die gesamten Verteilungskurven in Abb. 21a sind nahezu identisch. Die caprinen Micellen 
waren mit 227 nm deutlich größer. Pierre et al. (1998) ermittelten mit durchschnittlich 
250 nm sogar noch größere hydrodynamische Durchmesser. Dieser Unterschied könnte 
methodische Ursachen haben. So stellte Uniacke-Lowe (2011) bei der Bestimmung des 
Durchmessers equiner und boviner Caseinmicellen eine Abhängigkeit des Ergebnisses von 
der verwendeten Messmethode fest. Insbesondere bei polydispersen Proben, wie den 
Micellsuspensionen aus Ziegenmilch, ist die ermittelte Größe stark vom Streuwinkel des 
Lichts abhängig, sodass für dieselben Proben bei verschiedenen Winkeln unterschiedliche 
hydrodynamische Durchmesser ermittelt wurden (Uniacke-Lowe, 2011). In der vorliegenden 
Arbeit wurde ein Rückstreuwinkel von 173° verwendet, wohingegen Pierre et al. (1998) das 
durch die caprinen Micellen verursachte Streulicht im Winkel von 90° aufnahmen. Zusätzlich 
könnte auch die Rasse der untersuchten Ziegen einen Einfluss auf die Micellgröße haben, da 
Pierre et al. (1998) in Abhängigkeit der genetischen Caseinvariante unterschiedliche 
hydrodynamische Durchmesser feststellten. In Übereinstimmung mit der Literatur zeigten die 
Caseinmicellen aus Kamelmilch in der vorliegenden Arbeit mit 252 nm den größten mittleren 
Durchmesser in der Gruppe der Wiederkäuer. 
 
Tab. 38: Mittels DLS bestimmte mittlere hydrodynamische Durchmesser und PDIs verschiedener 
Säugetiere im Vergleich zu Literaturdaten 
Tierart mittlerer 
hydrodynamischer 
Durchmesser 
[nm] 
Poly-
dispersitäts- 
index  
(PDI) 
Literatur 
Durchmesser 
[nm] 
Methode Quelle 
Kuh 167 0,113 184 DLS (90°) (Inglingstad et al., 2010) 
Büffel 185 0,063 190 DLS (Ahmad et al., 2013) 
Schaf 185 0,076 180 REM (Bornaz et al., 2009) 
Ziege 227 0,165 250 DLS (90°) (Pierre et al., 1998) 
Kamel 252 0,197 280 Cryo-REM (Farah & Ruegg, 1989) 
Stute 252 0,138 276 DLS (90°) (Uniacke-Lowe, 2011) 
Esel 309 0,259 299 DLS (Tidona et al., 2014) 
Mensch 36 - 73 0,201 64 DLS (Malacarne et al., 2002) 
 
Die equinen Caseinmicellen sind mit 252 nm genauso groß wie die Micellen aus Kamelmilch. 
Auch Malacarne et al. (2002) und Farah & Ruegg (1989) geben vergleichbare 
hydrodynamische Durchmesser für die beiden Tierarten an. Für die Caseinmicellen aus 
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Eselmilch konnte mit 309 nm der größte Micelldurchmesser unter allen betrachteten Arten 
bestimmt werden. Tidona et al. (2014) ermittelten mit 298,5 ± 18,9 nm nahezu die gleiche 
Größe. Im Gegensatz zu den Micellen aus Eselmilch weist Humanmilch die mit Abstand 
kleinsten Caseinmicellen auf. So wurden für verschiedene humane Proben mittlere 
hydrodynamische Durchmesser von 42, 49, 36, 62 und 73 nm erhalten. Ginger & Grigor 
(1999) vermuten, dass die starke Glycosylierung des humanen κ-Caseins, von bis zu 55 %, 
eine Ursache für die Ausbildung der kleinen Micellen sein könnte. Bestätigt wird diese 
Annahme durch Untersuchungen an bovinen Caseinmicellen, da hier ein inverser 
Zusammenhang zwischen der Micellgröße und dem Glycosylierungsgrad des bovinen 
κ-Caseins festgestellt werden konnte (Slattery, 1978; Bijl et al., 2014). Sood et al. (1998) 
konnten zudem pH-abhängige Größenunterschiede bei den humanen Micellen feststellen. Bei 
pH 7,5 zeigten die Caseinmicellen einen Durchmesser von etwa 63 nm, wohingegen diese bei 
pH 6 nur noch eine Größe von etwa 35 nm aufwiesen. Aufgrund dieser Beobachtung 
vermuteten Sood et al. (1998), dass die Micellstabilität nicht nur von den negativen Ladungen 
der organischen und anorganischen Phosphatgruppen abhängt, die sich mit dem pH-Wert 
verändern, sondern auch von positiv geladenen Aminosäureresten der basischen 
Aminosäuren. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die hydrodynamischen 
Durchmesser der Caseinmicellen aus Humanmilch bei pH 6,8 bestimmt, weshalb die 
ermittelten Micellgrößen die Ergebnisse von Sood et al. (1998) bestätigen. Zusätzlich ließen 
sich jedoch auch individuelle Unterschiede feststellen. 
Zusammenfassend kann somit festgehalten werden, dass die experimentell bestimmten 
mittleren hydrodynamischen Durchmesser der Caseinmicellen verschiedener Säugetiere sehr 
gut mit den in Tab. 38 aufgeführten Literaturdaten übereinstimmen. Weiterhin weisen die 
Micellen der Nicht-Wiederkäuer größere hydrodynamische Durchmesser auf als die der 
Wiederkäuer. Die Caseinmicellen aus Kamelmilch zeigen vergleichbare Größen wie die 
equinen Partikel und lassen sich unter diesem Gesichtspunkt eher den Nicht-Wiederkäuern 
zuordnen. Humane Caseinmicellen sind mit Abstand die kleinsten unter den in der 
vorliegenden Arbeit untersuchten Milchproben. 
 
4.2.1.2 Oberflächenmorphologie 
Die Gestalt sowie die Oberflächenstruktur der Caseinmicellen der verschiedenen Säugetiere 
wurden in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie (REM) näher 
untersucht. Prinzipiell ist mit dieser Technik auch eine Bestimmung der Micellgrößen 
möglich. Für statistisch fundierte Aussagen ist jedoch die Ausmessung sehr vieler Partikel 
notwendig, was bei einigen Proben nicht realisiert werden konnte. Bezüglich der 
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Micelldurchmesser sollen deshalb im Folgenden nur orientierende Aussagen getroffen 
werden. Im Vergleich zur DLS (vgl. Kapitel 4.2.1.1) sind die mittels REM ermittelten 
Micellgrößen in der Regel etwas kleiner. Ursache hierfür ist die Miterfassung der Hydrathülle 
bei der dynamischen Lichtstreuung, wohingegen die Proben für die REM auf einem Träger 
immobilisiert, fixiert und getrocknet werden (vgl. Kapitel 3.8.14). 
In Abb. 23 und Abb. 24 sind jeweils auf der linken Seite Übersichtsbilder der Caseinmicellen 
der verschiedenen Säugetiere dargestellt. Hierbei wird ersichtlich, dass sich die Micellgrößen 
der einzelnen Tierarten zum Teil erheblich voneinander unterscheiden. Übereinstimmend mit 
den DLS-Ergebnissen zeigten sich für die Nicht-Wiederkäuer größere Durchmesser als für die 
Wiederkäuer. Zusätzlich konnte eine unterschiedliche Größenverteilung festgestellt werden. 
Während die Verteilung bei den bovinen Caseinmicellen relativ eng ist, decken die caprinen 
Micellen einen deutlich größeren Bereich ab. Die breitere Größenverteilung bestätigt somit 
den etwas höheren PDI der Caseinmicellen aus Ziegenmilch im Vergleich zu denen aus 
Kuhmilch (Tab. 38). Weiterhin lässt sich erkennen, dass der Gehalt der Caseinmicellen, 
entsprechend der Caseinkonzentration in der Milch (vgl. Kapitel 2.2), tierartabhängig ist. 
Während auf den Übersichtsbildern vor allem von Kuh, Büffel und Schaf sehr viele Micellen 
zu erkennen sind, befanden sich auf den Probenträgern von Ziege, Stute und Esel teilweise 
nur sehr wenige Micellen. Ursächlich hierfür könnte neben dem an sich niedrigeren 
Micellgehalt in den Milchproben dieser Tiere, auch eine geringere Robustheit der 
Caseinmicellen gegenüber der Probenaufarbeitung sein. Insbesondere bei den Micellen aus 
Kamelmilch, aber auch bei denen aus Stuten- und Eselmilch, konnte eine Haufenbildung 
beobachtet werden. Möglicherweise könnte dies eine Folge der Probenpräparation sein. Bei 
dieser werden die Caseine über eine Carbodiimid-Kupplung kovalent an der aktivierten 
Trägeroberfläche immobilisiert. Besonders reaktiv für diese Kupplung ist im Proteinverband 
die ε-Aminogruppe des Lysins, aber auch die Carboxylseitenketten der Glutamin- und 
Asparaginsäure (Wollenberger et al., 2003). Da sich bei den Caseinmicellen das κ-Casein an 
der Oberfläche befindet, sollte dieses für die Kupplungsreaktion am besten zugänglich sein. 
Die Caseinmicellen von Kamel, Stute und Esel weisen einerseits im Durchschnitt einen 
deutlich geringeren κ-Casein-Anteil auf als die anderen untersuchten Tierarten. Andererseits 
sind die Gehalte an Lysin und sauren Aminosäuren vor allem im C-terminalen Abschnitt des 
Caseinomakropeptids niedriger als bei den Wiederkäuern Kuh, Büffel, Schaf und Ziege 
(UniProt_F0V6V5; UniProt_P02668; UniProt_P02669; UniProt_P02670; UniProt_P11840; 
UniProt_P79139; UniProt_P82187). Somit ist es denkbar, dass die Immobilisierung der 
Micellen aus Kamel-, Stuten- und Eselmilch an die Trägeroberfläche nicht so schnell erfolgt 
wie bei den anderen Tierarten. Aufgrund des geringen κ-Casein-Gehalts ist zudem eine 
Reaktion des Kupplungsreagenzes mit weiter im Micellinneren liegenden Caseinen möglich. 
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Dadurch könnte die Wirkung des κ-Caseins als sterische Schutzschicht der Caseinmicellen 
verloren gehen und es könnte zu nicht-kovalenten Aggregationen aufgrund der fehlenden 
Abstoßung gekommen sein. Zusätzlich könnte die sich an die Immobilisierung anschließende 
Fixierung mit Glutaraldehyd zu einer kovalenten Vernetzung zwischen den Caseinmicellen 
führen, wenn die Micellen nicht bereits ausreichend am Trägermaterial immobilisiert wurden. 
 
 
Abb. 23: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Caseinmicellen von Kuh, Büffel, Schaf und 
Ziege, jeweils links im Überblick und rechts als Nahaufnahme; aufgenommen im Rahmen der 
wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Kati Emmerich (Emmerich, 2015) 
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Abb. 24: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Caseinmicellen von Kamel, Stute, Esel und 
Mensch, jeweils links im Überblick und rechts als Nahaufnahme; aufgenommen im Rahmen der 
wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Kati Emmerich (Emmerich, 2015) 
 
Jeweils auf der rechten Seite der Abb. 23 und Abb. 24 sind die Caseinmicellen der 
verschiedenen Säugetiere für die Betrachtung der Oberflächenstruktur mit einer höheren 
Vergrößerung dargestellt. Es lässt sich tierartabhängig eine deutlich unterschiedliche 
Strukturierung erkennen. Während die Caseinmicellen aus Kamel-, Stuten- und Humanmilch 
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eine glatte und kaum strukturierte Oberfläche aufweisen, ist bei denen aus Büffel-, Schaf-, 
Ziegen- und Eselmilch eine ausgeprägtere Strukturierung sichtbar. Auch die bovinen 
Caseinmicellen zeigen zum Teil eine starke Oberflächenstrukturierung, welche jedoch 
größenabhängig zu sein scheint. So sind an der Oberfläche der großen Micellen 
Ausstülpungen zu erkennen, die mit Verringerung der Micellgröße abnehmen (Abb. 23, Kuh). 
Um dieses Phänomen näher zu untersuchen, wurden die nach unterschiedlichen Größen 
fraktionierten bovinen Caseinmicellen ebenfalls mittels REM betrachtet. Abb. 25 zeigt die 
Aufnahmen der verschiedenen, mittels gestufter Ultrazentrifugation erhaltenen Fraktionen 
und bestätigt die Vermutung, dass große Micellen stärker strukturiert sind als kleine. 
Möglicherweise könnte die Ursache hierfür im κ-Casein liegen. Nach dem aktuellen Stand der 
Forschung gilt es als nachgewiesen, dass κ-Casein an der Micelloberfläche lokalisiert ist und 
kleine Caseinmicellen mehr κ-Casein enthalten als große (Dalgleish et al., 1989; Horne, 
1998). Nach Dalgleish et al. (2004) würde die in der Milch enthaltene κ-Casein-Menge 
jedoch insbesondere bei den großen Micellen nicht ausreichen, um die gesamte Oberfläche als 
Kugel gleichmäßig zu bedecken. Aus diesem Grund wird neben der allgemein 
angenommenen ‚hairy layer‘ ein Modell diskutiert, bei dem κ-Casein in Form von ‚bunches‘ 
(Büschel) an den Enden röhrenförmiger Ausstülpungen auf der Oberfläche lokalisiert ist 
(Dalgleish et al., 2004). Anhand der REM-Aufnahmen in Abb. 25 kann vermutet werden, 
dass die Ausbildung der ‚bunches‘ vor allem bei sehr großen Caseinmicellen stattfindet. Bei 
kleinen Micellen dagegen könnte der höhere κ-Casein-Gehalt für eine gleichmäßigere 
Bedeckung der  berfläche ausreichen und die Bildung einer ‚hairy layer‘ wäre denkbar, 
wodurch die Micelloberfläche glatter und kugelförmiger erscheint. Im Gegensatz dazu wirkt 
das Äußere der großen Partikel sehr strukturiert.  
Wie in Abb. 23 und Abb. 24 zu erkennen ist, lässt sich diese Theorie nur teilweise auf andere 
Tierarten übertragen. Insbesondere für die Caseinmicellen aus Eselmilch konnte sie jedoch 
bestätigt werden. Diese Micellen sind ebenfalls sehr stark strukturiert und stellen mit einem 
mittleren hydrodynamischen Durchmesser von 309 nm (vgl. Tab. 38) die größten der hier 
untersuchten Tierarten dar. Zusätzlich ist κ-Casein nur in Spuren enthalten (Constanzo, 2013). 
Es ist somit denkbar, dass die Ausstülpungen bei den Eselmicellen ebenfalls durch die 
Ausbildung von ‚κ-Casein-bunches‘ verursacht werden. Im Vergleich dazu erscheint die 
Oberfläche der humanen Caseinmicellen sehr glatt und unstrukturiert. In Übereinstimmung 
mit den DLS-Messergebnissen (vgl. Kapitel 4.2.1.1) sind die Caseinmicellen aus 
Humanmilch die kleinsten und weisen zudem mit 24 % den höchsten κ-Casein-Anteil auf 
(Malacarne et al., 2002). Die glatte Oberfläche könnte demzufolge durch das Vorliegen einer 
‚hairy layer‘ hervorgerufen werden und würde die Erkenntnisse zu den bovinen Micellen 
bestätigen.  
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Abb. 25: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der durch fraktionierte Ultrazentrifugation 
gewonnenen Micellfraktionen: Fraktion 1 (15000 × g), Fraktion 2 (30000 × g), Fraktion 3 (60000 × g) 
und Fraktion 4 (100000 × g); aufgenommen im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von 
Mathias Jäser (Jäser, 2014) 
 
Auch bei den Caseinmicellen aus Büffel-, Schaf- und Ziegenmilch ist eine Strukturierung der 
Oberfläche erkennbar. Da die Micellen dieser Tierarten kleinere mittlere hydrodynamische 
Durchmesser aufweisen als die aus Eselmilch (vgl. Tab. 38) und der Anteil an κ-Casein 
zudem deutlich höher ist (vgl. Kapitel 2.3.2.2), sollte die Struktur entsprechend der 
aufgestellten Theorie weniger ausgeprägt erscheinen. Dies kann, wie in Abb. 23 zu sehen ist, 
bestätigt werden. Aufgrund des etwas größeren Durchmessers der ovinen Caseinmicellen, 
verglichen mit den bovinen Micellen und dem gleichzeitig etwas geringeren κ-Casein-Anteil 
(Pellegrini et al., 1994), wäre bei ersteren eine stärkere Ausbildung des κ-Caseins zu 
‚bunches‘ zu erwarten. Allerdings ist es fraglich, ob sich solche geringen Unterschiede 
tatsächlich auf die Oberflächenmorphologie auswirken und ob diese mit Hilfe der REM 
nachweisbar wären. Weiterführende Untersuchungen, beispielsweise anhand 
größenfraktionierter Caseinmicellen, könnten hierbei weitere Strukturinformationen liefern.  
Im Gegensatz zu den bisher betrachteten Caseinmicellen kann die micellare 
Oberflächenstruktur der Kamel- und Stutenmicellen (Abb. 24) nicht über eine größen- und 
κ-Casein-abhängige Ausbildung von ‚bunches‘ oder einer ‚hairy layer‘ erklärt werden. So 
zählen die Micellen dieser beiden Tierarten zwar ebenso wie die aus Eselmilch zu den größten 
unter den hier betrachteten und auch der κ-Casein-Anteil ist mit 2 - 4 % sehr gering. Anders 
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als erwartet weisen die kolloidalen Partikel jedoch eine glatte und kaum strukturierte 
Oberfläche auf. Neben der größen- und κ-Casein-abhängigen Strukturierung könnte auch der 
Aufbau des κ-Caseins einen Einfluss auf das äußere Erscheinungsbild haben. Im Vergleich zu 
bovinem κ-Casein ist das Protein aus Kamel- und Stutenmilch aus sieben bzw. vier 
Aminosäuren weniger aufgebaut und stärker glycosyliert (Kappeler, 1998; Uniacke-Lowe et 
al., 2010). Insbesondere beim κ-Casein aus Kamelmilch erfolgt die Glycosylierung dabei vor 
allem am C-terminalen Ende, wohingegen die Zuckerreste im bovinen Protein gleichmäßig 
über das gesamte Glycomakropeptid (GMP) verteilt sind (Kappeler, 1998). Verglichen mit 
diesem erhält das GMP des Kamel-κ-Caseins somit einen hydrophoberen Charakter und zeigt 
nur im C-terminalen Bereich hydrophile Eigenschaften. Auch der C-Terminus des equinen 
κ-Caseins ist aufgrund des Fehlens des stark hydrophilen Bereichs zwischen den 
Aminosäuren 110 - 120 hydrophober als das bovine Protein und es ist bislang nicht geklärt, 
ob es überhaupt in der Lage ist, die Micellen sterisch zu stabilisieren (Uniacke-Lowe, 2011). 
Es wird vermutet, dass zusätzlich nicht-phosphoryliertes β-Casein auf der Oberfläche der 
equinen Caseinmicellen zur sterischen Stabilisierung beiträgt (Ochirkhuyag et al., 2000). 
Denkbar wäre, dass der C-terminale Bereich des κ-Caseins aufgrund der höheren 
Hydrophobizität sowohl bei den Micellen aus Stuten- als auch aus Kamelmilch weniger weit 
in die umgebende Lösung ragt und sich stattdessen nah und flach an der Oberfläche 
ausrichtet. Dies könnte in der elektronenmikroskopischen Aufnahme die glattere und 
einheitlichere Form verursachen. In der Literatur wurden die Micellen aus Stutenmilch 
anhand transmissionselektronenmikroskopischer Untersuchungen ebenfalls als klar definiert, 
sphärisch und einheitlich rund beschrieben. Im Gegensatz dazu erschienen die bovinen 
Partikel unförmiger und diffuser (Uniacke-Lowe, 2011).  
Zusammenfassend betrachtet konnten die Unterschiede in den Größen der Caseinmicellen 
verschiedener Säugetiere aus den Messungen mittels dynamischer Lichtstreuung auch mit 
Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie bestätigt werden. Weiterhin konnten anhand 
unterschiedlicher Oberflächenstrukturen für einige Tierarten Hinweise hinsichtlich einer 
größen- und κ-Casein-abhängigen Ausbildung von κ-Casein-‚bunches‘ oder einer ‚hairy 
layer‘ an der  berfläche der kolloidalen Partikel erhalten werden. Für die Caseinmicellen aus 
Kamel- und Stutenmilch konnte dieser Zusammenhang hingegen nicht gezeigt werden.  
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4.2.2 Chemische Eigenschaften der Caseinmicellen 
4.2.2.1 Proteinzusammensetzung 
Die Proteinzusammensetzung der Caseinmicellen ist entscheidend für den Aufbau und die 
Eigenschaften der Nanopartikel. Diese unterscheidet sich entsprechend der variierenden 
Proteinanteile in der gesamten Milch der verschiedenen Säugetiere zum Teil sehr stark 
voneinander (vgl. Kapitel 2.3.2.2). Die Zusammensetzung der micellaren Proteine wurde mit 
Hilfe der Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ermittelt. Das erhaltene Gel ist in 
Abb. 26a dargestellt.  
 
 
Abb. 26: a) SDS-PAGE (9 % Acrylamid, reduziert, Färbung mit Coomassie-Brilliantblau G-250) der 
Caseinmicellen verschiedener Säugetiere: Lane 1 - Kuh, Lane 2 - Büffel, Lane 3 - Schaf, 
Lane 4 - Ziege, Lane 5 - Kamel, Lane 6 - Stute, Lane 7 - Esel, Lane 8 - Mensch; b) SDS-PAGE 
(10 - 20 % Acrylamid, reduziert, Färbung mit Coomassie-Brilliantblau G-250) der mittels 
Ultrazentrifugation fraktionierten Caseinmicellen: Lane 1 - Fraktion 1 (15000 × g), Lane 2 - Fraktion 2 
(30000 × g), Lane 3 - Fraktion 3 (60000 × g), Lane 4 - Fraktion 4 (100000 × g); M - Marker 
 
Die Zuordnung der einzelnen Banden erfolgte für die bovine Probe durch den Vergleich mit 
Milchproteinstandards. Da für alle anderen Tierarten keine tierspezifischen Standards zur 
Verfügung standen, wurden die jeweiligen Banden mit Hilfe der bovinen Standardproteine, 
über ihre molaren Massen sowie durch Vergleich mit Literaturdaten identifiziert. Es wird 
zunächst deutlich, dass es sich bei den Hauptbanden bei allen Tierarten um Caseine handelt. 
Die Caseinmicellen der Wiederkäuer Kuh, Büffel, Schaf und Ziege (Lane 1 - 4) sind sich 
dabei in ihrer Caseinzusammensetzung sehr ähnlich. Im Gegensatz dazu unterscheiden sich 
die Bandenmuster der Kamel- Stuten-, Esel- und Humanmicellen zum Teil beträchtlich von 
dem der Wiederkäuer. In den untersuchten bovinen Micellen (Lane 1) konnten die vier 
Caseinbanden eindeutig den αS1-, αS2-, β- und κ-Caseinen zugeordnet werden. Bei 
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Betrachtung der Intensitäten der Caseine zueinander kann das von Miranda et al. (2004) 
mittels RP-HPLC bestimmte αS1 : αS2 : β : κ-Casein-Verhältnis von 36 : 14 : 36 : 12 
weitestgehend bestätigt werden. So ergab eine densitometrische Abschätzung ein Verhältnis 
von 37 : 20 : 36 : 6. Ursächlich für die Abweichungen könnte der zur Anfärbung der Gele 
verwendete Farbstoff Coomassie-Brilliantblau G-250 sein. Dieser bindet an basische und 
aromatische Aminosäuren im Protein und färbt die Proteinbanden in Abhängigkeit des 
Gehaltes an diesen Aminosäuren unterschiedlich stark an (Bradford, 1976). αS2-Casein kann 
den Farbstoff aufgrund seines hohen Lysingehalts vermutlich deutlich besser binden als 
κ-Casein und somit einen höheren Gehalt vortäuschen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
konnte zudem festgestellt werden, dass die Proteinzusammensetzung von der Größe der 
Caseinmicellen abhängt. Wie sich auf der SDS-PAGE in Abb. 26b gut erkennen lässt, nimmt 
der κ-Casein-Anteil von den großen Micellen in Fraktion 1 (Lane 1) zu den kleinen Micellen 
in Fraktion 4 (Lane 4) deutlich zu. Im Gegenzug zeigte die densitometrische Auswertung von 
Fraktion 1 zu Fraktion   eine leichte Abnahme des β-Casein-Anteils. Die Gehalte der 
αS-Caseine blieben hingegen in allen Fraktionen nahezu konstant. Diese Beobachtungen 
decken sich sehr gut mit den Untersuchungen an größenfraktionierten Caseinmicellen von 
Marchin et al. (2007).  
Während das Verhältnis zwischen αS1- und β-Casein in der Gesamtheit der Kuhmicellen 
nahezu identisch ist, wird für die Caseine in Büffelmicellen ein höherer αS1-Casein-Anteil 
beschrieben (Ahmad et al., 2013). Vermutlich aufgrund der hohen Ähnlichkeit der beiden 
Proteine aus Büffelmilch (Abb. 26a, Lane 2) konnte bei der durchgeführten SDS-PAGE 
allerdings keine ausreichende Trennung erreicht werden, sodass Aussagen über die 
Verhältnisse zueinander nicht möglich sind. Es fällt jedoch auf, dass die αS2-Casein-Bande 
eine sehr intensive Färbung zeigt und mit einem Anteil von 27 % deutlich über der 
Literaturangabe von 7 % liegt (Ahmad et al., 2013). Allerdings gibt die Quelle keine Auskunft 
über die verwendete Bestimmungsmethode.  
In Übereinstimmung mit Untersuchungen von Pellegrini et al. (1994) und Moatsou et al. 
(2008) zeigen die Caseinmicellen von Schaf (Abb. 26, Lane 3) und Ziege (Abb. 26, Lane 4) 
sehr ähnliche Caseinzusammensetzungen. Auch bei diesen zwei Tierarten war eine Trennung 
von αS1- und β-Casein nicht möglich. 
Bei den Kamelmicellen (Lane 5) hat es den Anschein, dass diese kein αS2-Casein aufweisen. 
Allerdings besteht das Protein in Kamelmilch nur aus 178 Aminosäuren und somit aus 29 
weniger als sein bovines Gegenstück, weshalb es eine deutlich geringere molare Masse besitzt 
(Kappeler, 1998). Aus diesem Grund ist eine veränderte Laufreihenfolge denkbar, sodass es 
sich bei der Bande auf der Höhe der 29 kDa-Bande des Molmassenmarkers um αS2-Casein 
handeln könnte. Weiterhin könnte auch die etwas längere Aminosäuresequenz des β-Caseins 
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eine Änderung in der Reihenfolge bewirken, weshalb die oberste Caseinbande diesem Protein 
zugeordnet werden könnte. Dies würde sich auch mit den Angaben zu den 
Konzentrationsverhältnissen zwischen αS1- und β-Casein decken (Kappeler, 1998). Die per 
densitometrischer Abschätzung ermittelte αS1 : αS2 : β-Casein-Zusammensetzung der 
Kamelcaseinmicellen von 38 : 12 : 50 weicht deutlich von der Literatur mit einem Verhältnis 
von 22 : 9,5 : 65 ab (Kappeler, 1998). Diese Unterschiede können zum Teil allerdings 
methodisch begründet werden, da die Bestimmung in der Literatur mittels RP-HPLC erfolgte. 
Weiterhin könnte auch die bereits erwähnte unterschiedliche Anfärbbarkeit der Proteine zu 
einer scheinbaren Veränderung der Verhältnisse beitragen. κ-Casein konnte in den 
Caseinmicellen von Kamel nicht detektiert werden. Ursächlich hierfür könnte mit einem 
Anteil von nur 3,5 % die sehr geringe Konzentration sein, die auf der SDS-PAGE einer 
Menge von 0,2 µg/Bande entspricht. Die niedrigen Gehalte an basischen und aromatischen 
Aminosäuren führen zusätzlich zu einer schlechten Anfärbbarkeit des Caseins und dadurch zu 
einer relativ hohen Nachweisgrenze, die allgemein bei 0,1 - 2 µg Protein pro Bande liegt 
(Jansohn & Rothhämel, 2012).  
Bei den Caseinmicellen aus Stuten- und Eselmilch (Lane 6 und 7) könnte die oberste 
Caseinbande eventuell dem β-Casein zugeordnet werden, da dieses bei beiden Tierarten eine 
höhere molare Masse aufweist als das bovine Gegenstück (Chianese et al., 2010; Uniacke-
Lowe et al., 2010). Nach Uniacke-Lowe et al. (2010) und Constanzo (2013) ist in Stuten- und 
Eselmilch deutlich mehr β- als αS1-Casein enthalten. Zumindest für die Stutenmilch konnte 
dieses Verhältnis in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet werden. Ursächlich hierfür 
könnte jedoch wiederum der zur Anfärbung der Gele verwendete Farbstoff Coomassie-
Brilliantblau G-250 sein. Da die weiteren Caseine nicht sicher zugeordnet werden konnten, 
wurde eine densitometrische Auswertung für die equinen Micellen nicht als sinnvoll erachtet. 
Neben den Caseinbanden konnte jedoch zusätzlich im Bereich von 14 kDa eine schwache 
Bande detektiert werden. Anhand von Literaturdaten konnte diese Bande als Lysozym 
identifiziert werden (Inglingstad et al., 2010). Die Beobachtung ist insofern erstaunlich, da 
Lysozym per Definition zu den Molkenproteinen zählt. Diese unterscheiden sich von den 
Caseinen dadurch, dass sie bei einem pH-Wert von 4,6 nicht fällbar sind. Die 
 auptmolkenproteine α-Lactalbumin und β-Lactoglobulin konnten mit Hilfe der 
Ultrazentrifugation bei allen Tierarten von den Caseinmicellen abgetrennt werden. Somit 
muss ein Teil des Lysozyms an die Micellen assoziiert sein und wurde zusammen mit diesen 
aus der Milch isoliert. Ein entsprechendes Verhalten konnte bei den Caseinmicellen aus 
Eselmilch (Lane 7) beobachtet werden. Bei diesen ist der Lysozymanteil sogar noch größer 
als in den equinen Micellen, was sich mit den für Eselmilch beschriebenen höheren Lysozym-
Gesamtkonzentrationen deckt (Uniacke-Lowe et al., 2010; Šarić et al., 2014). Die Caseine 
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liegen, unter der Voraussetzung, dass es sich bei der obersten Bande um β-Casein handelt, in 
einem αS1 : αS2 : β-Casein-Verhältnis von 24 : 16 : 55 vor. Constanzo (2013) geben 
Caseinanteile von 25 : 2 : 67 an. Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Verhältnisse 
unterscheiden sich somit etwas von diesen. Die Ursache hierfür könnte wie bereits diskutiert 
in der verwendeten Färbemethode der SDS-PAGE liegen. κ-Casein konnte in der Literatur 
bisher nicht quantifiziert werden. Sein Vorhandensein wurde lediglich qualitativ 
nachgewiesen (Salimei & Fantuz, 2012).  
In den humanen Caseinmicellen besteht die Fraktion der Caseine hauptsächlich aus β-Casein. 
Dies lässt sich in Abb. 26a, Lane 8 sehr gut an der stark ausgeprägten Bande im Bereich der 
Caseine erkennen. Mit 72 % weist dieses Protein den höchsten Anteil unter den untersuchten 
Säugetieren auf. Die schwache Bande unterhalb kann dem αS1-Casein zugeordnet werden. 
Dieses ist in humaner Milch (20,1 kDa) deutlich kleiner als in boviner (23,0 kDa) und somit 
bei einer geringeren molaren Masse zu erwarten (Uniacke-Lowe et al., 2010). In 
Übereinstimmung mit der Literatur konnte kein αS2-Casein identifiziert werden 
(Uniacke-Lowe et al., 2010). Im Vergleich zu allen anderen untersuchten Tierarten besitzen 
die Micellen aus Humanmilch mit 17 % zudem den höchsten κ-Casein-Anteil. Dies bestätigt 
die Aussage, dass kleine Caseinmicellen mehr κ-Casein enthalten als große (Farah & Ruegg, 
1989). Neben den Caseinen konnte, wie auch bei den Micellen von Stute und Esel, das 
Vorhandensein von Lysozym nachgewiesen werden. Die Bande des humanen Lysozyms 
erscheint, verglichen mit denen der Stuten- und Eselprobe, auf der SDS-PAGE bei einer etwas 
kleineren molaren Masse. Über Standardadditionsversuche konnte jedoch bestätigt werden, 
dass es sich um Lysozym und nicht um das leichtere α-Lactalbumin handelt. Weiterhin konnte 
in den Micellen oberhalb der 68 kDa-Bande Lactoferrin detektiert werden. Dieses Protein 
stellt in Humanmilch die antimikrobielle Hauptkomponente dar. Wie Lysozym wird 
Lactoferrin per Definition den Molkenproteinen zugeordnet, weshalb die antimikrobiell aktive 
Substanz ebenfalls an die Caseinmicellen assoziiert sein muss. Da es sich bei der 
Humanmilchprobe um eine individuelle Probe handelte, wurden zur Bestätigung des 
Ergebnisses weitere Milchproben verschiedener Spenderinnen mit Hilfe der SDS-PAGE 
untersucht. Durch die Variation der Acrylamidkonzentration im verwendeten Gel konnte 
zudem eine bessere Trennung des α-Lactalbumins und des Lysozyms erreicht werden. Die 
SDS-PAGE der Proben ist in Abb. 27 dargestellt. 
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Abb. 27: SDS-PAGE (10 - 20 % Acrylamid, reduziert, Färbung mit Coomassie-Brilliantblau G-250) 
isolierter Caseinmicellen aus der Milch verschiedener Spenderinnen: Lane 1 - Probe 1, 
Lane 2 - Probe 2, Lane 3 - Probe 3, Lane 4 - Probe 4 (3 Monate nach Geburt), Lane 5 - Probe 4 
(8 Monate nach Geburt), M - Marker 
 
 
Die Zuordnung der einzelnen Banden erfolgte für α-Lactalbumin, Lysozym und Lactoferrin 
mit Hilfe von Standardsubstanzen und für alle anderen Proteine über den Vergleich der 
molaren Massen beziehungsweise anhand von Literaturdaten. 
Zunächst lässt sich allgemein feststellen, dass die Caseinmicellen der verschiedenen Proben 
sehr ähnliche Proteinzusammensetzungen aufwiesen. Eine Ausnahme stellten jedoch die 
Micellen der Spenderin 3 (Lane 3) dar. Diese zeichneten sich durch einen extrem niedrigen 
Casein- und einen verhältnismäßig hohen Lactoferrin- und Lysozymgehalt aus. Zusätzlich 
konnte auch Immunglobulin A (IgA) in den abzentrifugierbaren Partikeln detektiert werden. 
Velonà et al. (1999) beobachteten eine Abhängigkeit der Lactoferrinkonzentration vom 
Laktationszeitpunkt (Abb. 28).  
 
 
Abb. 28: Lactoferringehalte in Humanmilchproben von Müttern normal- und frühgeborener Babys in 
Abhängigkeit der Laktationszeit (Velonà et al., 1999)  
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Mit steigender Laktationsdauer zeigte sich dabei eine Abnahme des Lactoferringehalts 
(Velonà et al., 1999). Besonders kurz nach der Geburt soll ein hoher Gehalt an 
antimikrobiellen Substanzen, wie Lactoferrin oder Lysozym, das Neugeborene vor 
Infektionen schützen. Für einen ersten immunologischen Schutz sorgen vor allem die 
Immunglobuline IgA und IgG (Bezkorovainy, 1977; Edenhofer, 2010). Aufgrund der hohen 
Lactoferrin- und IgA-Konzentrationen kann somit vermutet werden, dass Milch 3 von einem 
sehr frühen Laktationszeitpunkt stammt. Konkrete Angaben hierzu waren jedoch nicht 
verfügbar. Zusätzlich konnte bei dieser Probe mit Hilfe der Ultrazentrifugation auch deutlich 
weniger micellares Material abzentrifugiert werden. Möglicherweise konnten sich infolge des 
geringen Caseingehalts keine richtigen Caseinmicellen, sondern nur kleine Aggregate aus 
Casein, Lactoferrin und Lysozym bilden. Ein Indiz hierfür ist der sehr kleine mittlere 
hydrodynamische Durchmesser von nur 36 nm (Abb. 21c). Außer in Probe 3 konnten auch in 
den Caseinmicellen aller anderen Spenderinnen Lysozym und Lactoferrin detektiert werden. 
Die Assoziation dieser Molkenproteine an die kolloidalen Partikel kann somit für 
Humanmilch allgemein bestätigt werden. Die in Abb. 27 Lane 4 und 5 dargestellten Proben 
stammen von der gleichen Spenderin, unterscheiden sich aber im Laktationszeitpunkt. Lane 4 
zeigt die Caseinmicellen drei Monate und Lane 5 acht Monate nach der Geburt. In diesem 
Zeitraum scheint sich die Proteinzusammensetzung der Caseinmicellen nicht mehr 
grundlegend zu ändern. Im Vergleich zu den Proben in Lane 1 und 2 zeichnet sich Probe 4 
jedoch durch einen höheren αS1-Casein-Anteil aus. Anhand der Ergebnisse lassen sich somit 
individuelle Unterschiede in den Eigenschaften der Caseinmicellen vermuten. Zusätzlich 
scheint die Proteinzusammensetzung, in Übereinstimmung mit Untersuchungen von Velonà et 
al. (1999), bei einem sehr frühen Laktationszeitpunkt stark von späteren Laktationsphasen 
abzuweichen. Für genauere Aussagen sollten diese Beobachtungen aber weiter abgesichert 
werden. 
Aufgrund der zum Teil nur in geringen Mengen zur Verfügung stehenden Humanproben, 
wurden alle nachfolgenden Untersuchungen ausschließlich mit der Milch der Spenderin 4 
(8 Monate nach der Geburt) durchgeführt. 
 
4.2.2.2 Aminosäurezusammensetzung der Caseine 
Neben den Anteilen der einzelnen Caseine ist auch die Aminosäurezusammensetzung für die 
Struktur und Stabilität der Caseinmicellen von Bedeutung. Für die Ausbildung von 
hydrophoben Wechselwirkungen und Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Caseinen 
spielen vor allem hydrophobe und saure Aminosäureseitenketten eine entscheidende Rolle. 
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Insbesondere Phosphoserinseitenketten sind zudem an der Stabilisierung der Caseinmicellen 
über Calciumphosphatbrücken beteiligt (Horne, 1998; McMahon & Oommen, 2008). 
Unterschiedliche Gehalte an diesen Aminosäuren in den micellaren Caseinen der 
verschiedenen Tierarten könnten somit Einfluss auf das Assoziationsverhalten der Proteine 
haben. Zur Quantifizierung der Aminosäuren wurden die Caseine daher nach enzymatischer 
Hydrolyse mit Hilfe der Aminosäureanalyse (ASA), im Rahmen der wissenschaftlichen 
Abschlussarbeit von Lucia Kuchinke (Kuchinke, 2014) auf ihre Konzentrationen an Alanin, 
Valin, Methionin, Isoleucin, Leucin, Phenylalanin, Tryptophan und Prolin (nachfolgend als 
hydrophobe Aminosäuren zusammengefasst) sowie an Glutaminsäure untersucht. Zur 
Erfassung des Phosphoserins wurden die Caseine bei einem pH-Wert von 4,6 aus den 
Caseinmicellen ausgefällt und anschließend der proteingebundene organische Phosphor 
mittels ICP-OES quantifiziert. In Abb. 29 sind die untersuchten micellaren 
Aminosäuregehalte zusammengefasst dargestellt. Es lässt sich erkennen, dass die 
untersuchten Aminosäuren in den Caseinen der Humanmilchprobe in deutlich geringeren 
Konzentrationen vertreten sind als bei den anderen Tierarten. Eine mögliche Ursache hierfür 
könnte das Fehlen des αS2-Caseins und der geringe Anteil an αS1-Casein sowie die hohen 
Anteile an β- und κ-Casein in der Humanmilch darstellen. Die micellaren Caseine von Kuh, 
Büffel, Schaf und Esel weisen hingegen die höchsten Gehalte der betrachteten Aminosäuren 
auf. Aufgrund des Summenparameters sind bei allen Tierarten erwartungsgemäß die 
hydrophoben Aminosäuren am stärksten vertreten. Phosphoserin (PSer) kommt, verglichen 
mit Glutaminsäure (Glu), in den niedrigsten Gehalten vor. Die Absolutgehalte sind jedoch 
sehr von der Tierart abhängig. 
 
 
Abb. 29: Gehalte an Glutaminsäure, hydrophoben Aminosäuren und Phosphoserin der micellaren 
Caseine verschiedener Säugetiere; bestimmt mittels Aminosäureanalyse nach enzymatischer 
Hydrolyse bzw. mittels ICP-OES nach Säurefällung bei pH 4,6 (Phosphoserin) 
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Um Hinweise bezüglich einer größeren Beteiligung einer Aminosäure bzw. Gruppe am 
Caseinmicellaufbau und der Stabilität bei den verschiedenen Tieren zu erhalten, wurden die 
Anteile der Aminosäuren an der Gesamtstoffmenge der experimentell erfassten Aminosäuren 
berechnet. Diese sind in Tab. 39 angegeben.  
 
Tab. 39: Anteil an Glutaminsäure, hydrophoben Aminosäuren und Phosphoserin an der 
Gesamtstoffmenge dieser Aminosäuren im micellaren Casein verschiedener Säugetiere; Mittelwerte 
mit verschiedenen Buchstaben innerhalb einer Spalte sind signifikant (α = 0,01) verschieden 
Tierart Glutaminsäure 
[%] 
hydrophobe 
Aminosäuren [%] 
Phosphoserin [%] 
Kuh 22,0 ± 0,14
a
 71,0 ± 0,12
a
 7,0 ± 0,01
a
 
Büffel 20,5 ± 0,16
b
 72,8 ± 0,30
a,b
 6,6 ± 0,02
b
 
Schaf 21,1 ± 0,17
b
 74,1 ± 0,85
a,b
 4,8 ± 0,05
c
 
Ziege 19,6 ± 0,20
b
 71,4 ± 1,13
b
 9,0 ± 0,05
d
 
Kamel 19,2 ± 0,09
b
 76,7 ± 0,42
b
 4,1 ± 0,02e 
Stute 20,7 ± 0,06
b
 76,1 ± 0,67
b
 3,2 ± 0,07
f
 
Esel 21,1 ± 0,02
b
 76,6 ± 1,08
b
 2,3 ± 0,03
g
 
Mensch 13,6 ± 0,04
c
 83,5 ± 0,59
c
 3,0 ± 0,06
f
 
 
Mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) und anschließender Post hoc-Analyse 
(Test nach Tukey, α = 0,01) wurde zudem untersucht, ob sich signifikante Unterschiede in 
den jeweiligen Anteilen zwischen den Tierarten erkennen lassen. Insbesondere die humanen 
Caseinmicellen zeigten einen signifikant geringeren Glutaminsäureanteil als alle anderen 
Tiere. Dagegen war der Anteil in den bovinen micellaren Caseinen signifikant am höchsten. 
Diese Ergebnisse bestätigen die Untersuchungen von Salmen et al. (2012), die in Kuhmilch 
im Vergleich zu verschiedenen Kamelrassen ebenfalls signifikant höhere Glutaminsäure-
gehalte bestimmten. Zwischen den anderen Wiederkäuern und Nicht-Wiederkäuern konnten 
jedoch keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Trotz des höheren Anteils in den 
bovinen Micellen dürfte die Beteiligung der Glutaminsäure am Aufbau der Caseinmicellen 
vergleichbar sein, da bisher kein Hinweis für eine hohe Bindungsaffinität von Calcium an 
einzelne Carboxylgruppen in Caseinen gefunden werden konnte (Mekmene & Gaucheron, 
2011). Ellegård et al. (1999) zeigten jedoch, dass 1 mol Caseinophosphopeptid 5,24 mol 
Calcium mit einer relativ hohen Bindungsaffinität (Bindungskonstante Kap = 548 ± 90 M
-1
) zu 
binden vermag. Caseinophosphopeptide bestehen dabei aus einem sogenannten 
Phosphoserincluster der Anordnung PSer-PSer-PSer-Glu-Glu und enthalten somit 3 mol 
Phosphoserin und 2 mol Glutaminsäure. Ein einzelner Phosphoserinrest ist lediglich in der 
Lage ein Calciummolekül zu binden und dies auch nur mit einer sehr geringen 
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Bindungsaffinität von Kap = 167 ± 8 M
-1
 (Mekmene & Gaucheron, 2011). Aufgrund dieser 
Beobachtungen gehen Mekmene & Gaucheron (2011) davon aus, dass die Glutaminsäurereste 
in den Phosphoserinclustern an der Calciumbindung beteiligt sein müssen. Die Beteiligung 
der Glutaminsäure am Caseinmicellaufbau limitiert sich aber somit auf die Anzahl der 
Phosphoserincluster in den Caseinen. Die Phosphoserincluster stellen die 
Hauptverknüpfungspunkte der Caseinmonomere über das kolloidale Calciumphosphat zu den 
Caseinmicellen dar. Für die Gehalte der durch posttranslationale Phosphorylierung 
entstandenen Phosphoserinreste kann eine klare Unterscheidung in wiederkäuende und 
nicht-wiederkäuende Tiere vorgenommen werden. Während sich die Wiederkäuer durch 
micellare Phosphoseringehalte zwischen 23 und 37 mmol/100 g Protein auszeichnen, weisen 
die Nicht-Wiederkäuer sowie die humanen Micellen nur Gehalte zwischen 11 und 
14 mmol/100 g Protein auf. Dies spiegelt sich auch im Phosphoserinanteil, bezogen auf die 
Summe der hier betrachteten Aminosäuren, wieder. Die Mittelwerte des Anteils an 
Phosphoserin unterschieden sich zwar bei nahezu allen untersuchten Tierarten signifikant 
voneinander, können jedoch trotzdem in Wiederkäuer und Nicht-Wiederkäuer unterteilt 
werden. So beträgt der Anteil beispielsweise bei den caprinen Caseinen 9,0 %, bei den 
micellaren Caseinen aus Eselmilch dagegen nur 2,3 %. Daraus abgeleitet kann eine 
unterschiedliche Bedeutung der Phosphoserinreste für den Micellaufbau gemutmaßt werden. 
Die Caseinmicellen aus Kamelmilch bewegen sich mit einer Phosphoserinkonzentration von 
17 mmol/100 g Protein zwischen den beiden Gruppen. Dies spiegelt erneut ihre Position bei 
der biologischen Eingliederung wieder, nach der sie zwar wiederkäuen, aufgrund ihres nur 
dreigliedrigen Magens aber nicht den Wiederkäuern zugeordnet werden (Wehner & Gehring, 
2007). Infolge der beobachteten Unterschiede kann vermutet werden, dass bei den 
Wiederkäuern die Assoziation der Caseinmonomere in den Micellen noch stärker über die 
Phosphoserincluster erfolgt als bei den Nicht-Wiederkäuern. Bekräftigt wird diese Vermutung 
durch die unterschiedliche Proteinzusammensetzung der Caseinmicellen. Demnach bestehen 
diese bei den nicht-wiederkäuenden Spezies hauptsächlich aus β-Casein, welches weniger 
Phosphoserincluster als die αS-Caseine aufweist. Somit muss bei diesen Tierarten der 
Micellzusammenhalt außer über eine Calciumbindung zusätzlich über andere 
Wechselwirkungskräfte stattfinden. Bei Betrachtung der hydrophoben Aminosäuren ist 
erkennbar, dass sich die Gehalte pro 100 g Casein bei allen Tierarten sehr ähneln und keine 
eindeutige Unterscheidung in Wiederkäuer und Nicht-Wiederkäuer vorgenommen werden 
kann (Abb. 29). Unter Einbeziehung der jeweiligen Anteile an der Summe der betrachteten 
Aminosäuren (Tab. 39) zeigt sich jedoch ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden 
Gruppen. Besonders auffällig ist mit 83,5 % der hohe Anteil an hydrophoben Aminosäuren in 
den humanen Caseinmicellen. Dies lässt im Zusammenhang mit den geringen Anteilen an 
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Glutaminsäure und Phosphoserin auf eine verstärkte Assoziation der Caseinmonomere, 
insbesondere des β-Caseins, über hydrophobe Wechselwirkungskräfte schließen. Auch die 
hohen Anteile bei den micellaren Caseinen aus Stuten-, Esel- und Kamelmilch (76,1 %, 
76,6 %, 76,7 %) im Vergleich zu denen bei Kuh, Büffel, Schaf und Ziege (71,1 %, 72,8 %, 
74,1 %, 71,4 %) bestätigen die zuvor aufgestellte Vermutung. 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass bei allen Tierarten vor allem Phosphoserin 
sowie die hydrophoben Aminosäuren maßgeblich am Aufbau der Caseinmicellen beteiligt 
sein dürften. Bei den Anteilen dieser zwei Verknüpfungspunkte gibt es jedoch 
tierartspezifische Unterschiede. So ist bei den Wiederkäuern eine stärkere Assoziation der 
Caseinmonomere über die Phosphoserincluster zu vermuten, während bei den 
Nicht-Wiederkäuern und insbesondere bei den humanen Caseinmicellen auch die 
hydrophoben Wechselwirkungen eine entscheidende Rolle spielen. Inwiefern die 
verschiedenen Anteile einen Einfluss auf die Micellstabilität haben, soll in Kapitel 4.2.3 näher 
beleuchtet werden.  
 
4.2.2.3 Strukturell bedeutende Mineralstoffe 
Die Caseinmicellen enthalten in ihrer Trockenmasse außer den Caseinen auch verschiedene 
Salze, die entscheidend an der Strukturausbildung der Micellen beteiligt sind. Insbesondere 
Calcium bildet zusammen mit anorganischem Phosphor, Magnesium und Citrat das 
sogenannte kolloidale Calciumphosphat (CCP) (Fox & McSweeney, 2003). Über die 
Assoziation des CCPs mit Phosphoserinresten und zu geringen Anteilen auch mit 
Glutaminsäureresten erfolgt die Vernetzung der Caseine. 
In Abb. 30 sind die für die Caseinmicellstruktur bedeutenden und mittels ICP-OES 
(vgl. Kapitel 3.8.2) quantifizierten Mineralstoffe der verschiedenen Tierspezies dargestellt. 
Der Gehalt an anorganischem Phosphor berechnet sich aus der Differenz des micellaren 
Gesamtphosphors und dem durch Säurefällung der micellaren Caseine ermittelten Gehalt an 
proteingebundenem Phosphor (Phosphoserin).  
Es fällt auf, dass Calcium (Abb. 30a) von den hier dargestellten Mineralstoffen in den 
höchsten und Magnesium (Abb. 30c) in den geringsten Konzentrationen in den 
Caseinmicellen vorkommt. Dies deckt sich mit den Untersuchungen zu bovinen Micellen von 
Schmidt (1982). Die Caseinmicellen der Wiederkäuer Kuh, Büffel, Schaf, Ziege und auch 
Kamel wiesen alle Calciumgehalte auf, die sich nicht signifikant (α = 0,05) voneinander 
unterschieden. 
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Abb. 30: Salzgehalte in den Caseinmicellen (CM) verschiedener Säugetiere: a) Calcium, 
b) anorganischer Phosphor, c) Magnesium und d) Citrat
*
; bestimmt mittels ICP-OES und 
*
Enzymatik 
 
 
Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen konnte innerhalb der bovinen Caseinmicellen 
mit abnehmender Micellgröße tendenziell eine abnehmende Calciumkonzentration beobachtet 
werden (Abb. 31). Die größten Micellen der Fraktion 1 (vgl. Abb. 22) zeigten dabei pro mol 
Protein eine signifikant höhere Calciumkonzentration als die kleinsten der Fraktion 4.  
 
 
Abb. 31: Calciumgehalte in den durch fraktionierte Ultrazentrifugation gewonnenen Micellfraktionen, 
Fraktion 1 (15000 × g), Fraktion 2 (30000 × g), Fraktion 3 (60000 × g), Fraktion 4 (100000 × g); 
bestimmt mittels potentiometrischer Calcium-Titration; analysiert im Rahmen der wissenschaftlichen 
Abschlussarbeit von Mathias Jäser (Jäser, 2014) 
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Auch bei Dalgleish et al. (1989) wiesen die Micellen mit 18,5 - 21,5 mol/mol Protein 
vergleichbare Calciumgehalte auf und es wurden ebenfalls für die Fraktion mit den kleinsten 
Caseinmicellen die niedrigsten und für die größten Micellen die höchsten Konzentrationen 
bestimmt. Allerdings streuten die Werte zwischen den anderen Fraktionen sehr stark, sodass 
kein eindeutiger Trend abgeleitet werden konnte (Dalgleish et al., 1989). Eine 
größenabhängige Calciumkonzentration ist aber in jedem Falle denkbar, da sich, wie bereits 
in Kapitel 4.2.2.1 dargelegt, auch die Proteinzusammensetzung der Caseinmicellen in 
Abhängigkeit der Größe verändert. So nimmt bei den kleinen Micellen der Gehalt an β-Casein 
ab, wohingegen der Anteil an κ-Casein zunimmt. Da β-Casein über mehrere 
Phosphoserinreste und darüber hinaus über ein Phosphoserincluster verfügt, ist das Protein in 
der Lage, größere Calciummengen zu binden als κ-Casein, welches in seiner Sequenz keine 
Cluster und nur sehr wenig Phosphoserin enthält (Swaisgood, 2003). Der höhere 
β-Caseinanteil in den großen Micellen könnte somit mit einer verstärkten Bindung der 
Calcium-Phosphat-Nanocluster in Verbindung stehen. 
Im Vergleich zu den betrachteten Wiederkäuern wiesen die Caseinmicellen von Stute und 
Esel signifikant (α = 0,05) höhere Calciumgehalte auf (Abb. 30a). Dieses Ergebnis ist 
zunächst überraschend, da die gesamte Milch der beiden Nicht-Wiederkäuer eher den 
Vertretern mit geringeren Calciumkonzentrationen zuzuordnen ist (vgl. Kapitel 2.3.1). 
Verglichen mit den Wiederkäuern ist jedoch die Menge an Caseinmicellen in der Milch, 
entsprechend der niedrigen Caseinkonzentration (vgl. Kapitel 2.2), relativ gering. In der Folge 
ergibt sich daraus die hohe Calciumkonzentration in den Micellen. Die humanen 
Caseinmicellen unterschieden sich wiederum deutlich von den untersuchten Tierarten und 
wiesen mit nur 8,8 ± 0,5 mmol/100 g CM die mit Abstand niedrigsten Calciumgehalte auf. 
Dies konnte ebenso für den anorganischen Phosphor beobachtet werden (Abb. 30b). Während 
bei allen anderen Tierarten zudem das Verhältnis von Calcium zu anorganischem Phosphor 
relativ konstant zwischen 1,6 : 1 und 2,0 : 1 lag, war in den humanen Micellen so wenig 
nicht-proteingebundener Phosphor enthalten, dass ein Verhältnis von 23 : 1 resultierte. 
Hieraus kann eine geringfügigere Beteiligung des anorganischen Phosphors am Micellaufbau 
in der Humanmilch vermutet werden. Insgesamt lässt sich in Abb. 30 ein Zusammenhang 
zwischen der Calciumkonzentration und dem Gehalt an anorganischem Phosphor in den 
Caseinmicellen erkennen. Mit Hilfe einer Korrelationsanalyse wurden die Proben auf einen 
linearen Zusammenhang zwischen den beiden Mineralstoffen untersucht (vgl. Kapitel 3.10). 
Hierbei ergab sich, unter Verwendung des Pearsonschen Korrelationskoeffizienten (r), eine 
Korrelation von r = 0,924. Bei einem Korrelationskoeffizienten von |r|   0,9 spricht man von 
einer sehr hohen Korrelation (Backhaus et al., 2011). Somit konnte gezeigt werden, dass ein 
direkter Zusammenhang zwischen Calcium und anorganischem Phosphor in den Micellen 
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vorliegt. Die Humanprobe wurde bei der Analyse aufgrund der sehr geringen Gehalte außer 
Acht gelassen, da diese eine starke Verzerrung der Ergebnisse bewirken würde. Es kann somit 
vermutet werden, dass ein höherer micellarer Calcium- und Phosphorgehalt eine verstärkte 
Bildung des kolloidalen Calciumphosphats ermöglicht und der Zusammenhalt der 
Caseinmonomere über diese Verknüpfungspunkte von besonderer Bedeutung ist. Micellarer 
anorganischer Phosphor kann sich dabei in drei verschiedenen Kompartimenten befinden, die 
sich kinetisch voneinander unterscheiden (Kolar et al., 2002). Eingeteilt werden können diese 
drei Phosphortypen in eine instabile Form und zwei stabilere Formen. Die instabile Form ‚c‘ 
ist dabei innerhalb von 14 min und somit sehr schnell austauschbar, während die stabileren 
Formen weniger schnell ausgetauscht werden. Für Form ‚d‘ wird ein Austausch innerhalb von 
23 h beschrieben und für Form ‚b‘ wurde ein Austausch erst nach 818 h beobachtet (Kolar et 
al., 2002). In bovinen Caseinmicellen wurde das Verhältnis der drei Typen b : c : d zu 2 : 1 : 1 
ermittelt. Somit weist die stabilste Form hier den größten Anteil auf. Nach Pierre et al. (1983) 
könnte es sich bei dieser Form um Ca3(PO4)2 und bei Form ‚d‘ um Ca P 4 handeln. Als 
Form ‚a‘ wurde der frei vorliegende extra-micellare Phosphor bezeichnet (Kolar et al., 2002). 
Für Citrat (Abb. 30d), das als organische Säure und Gegenion für Calcium und Magnesium 
ebenfalls in diesem Kapitel betrachtet werden soll, stellte sich ein deutlich anderes Bild als für 
den anorganischen Phosphor dar. Besonders auffällig war die hohe Konzentration von 
6,9 ± 0,03 mmol/100 g CM in den humanen Micellen, die alle anderen Tierarten deutlich 
übersteigt. Dies führte dazu, dass das Verhältnis zwischen Calcium zu Citrat 1,3 : 1 betrug, 
während die anderen Tierarten ein Verhältnis zwischen 6 : 1 und 70 : 1 aufwiesen. Allgemein 
lassen sich die micellaren Citronensäuregehalte nicht eindeutig nach Wiederkäuer und 
Nicht-Wiederkäuer unterteilen. So wiesen zwar die Micellen aus Stutenmilch die niedrigste 
Konzentration auf, jedoch zeigten die Caseinmicellen von Kuh, Büffel, Kamel und Esel 
vergleichbare Gehalte. Ovine und caprine Micellen zeichneten sich dagegen mit 4,2 bzw. 
5,0 mmol/100 g CM durch relativ hohe Konzentrationen aus. Aufgrund dessen lässt sich 
zwischen dem Calcium- und dem Citratgehalt auch nur eine Korrelation von r = -0,567 
beobachten. Korrelationskoeffizienten von |r|   0,7 stehen für eine geringe Korrelation. Das 
negative Vorzeichen zeigt das Vorliegen eines indirekten Zusammenhangs an (Backhaus et 
al., 2011). Es lässt sich somit feststellen, dass Citrat mit Calcium nicht in einem so engen 
Verhältnis steht wie mit anorganischem Phosphor, tendenziell hohe Citratkonzentrationen 
jedoch mit geringeren Calciumkonzentrationen einhergehen. Die Humanmilchprobe wurde 
für die Korrelationsanalyse wiederum nicht berücksichtig, da eine zu starke Beeinflussung des 
Ergebnisses zu beobachten war. Verglichen mit organischem Phosphor in einzelnen 
Phosphoserinresten (Kap = 161 ± 8 M
-1
) oder in Caseinophosphopeptiden (Kap = 548 ± 90 M
-1
) 
wird die Affinität des Citrats zu Calciumionen mit Kap = 1973 ± 138 M
-1
 als höher 
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beschrieben (Mekmene & Gaucheron, 2011). Im Vergleich zu anorganischem Diphosphat mit 
einer Bindungskonstante von Kap = 13563 ± 1658 M
-1
 ist die Bindungsstärke jedoch deutlich 
geringer (Mekmene & Gaucheron, 2011). Bei ausreichendem Vorhandensein von 
anorganischem Phosphor ist somit von einer bevorzugten Bindung des Calciums an diesen 
Mineralstoff auszugehen. Die Assoziation mit Citrat sollte dagegen erst bei einer Sättigung 
der Phosphatanionen stattfinden.  
Magnesium (Abb. 30c) kommt in den Caseinmicellen verglichen mit Calcium bei allen 
Tierarten in nur geringen und vergleichbaren Gehalten vor. Eindeutig signifikante 
Unterschiede lassen sich zwischen den Tierarten nicht feststellen. Aus diesem Grund kann 
vermutet werden, dass die Beteiligung des Magnesiums am Micellaufbau als eher gering 
einzustufen ist. 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass unter den Kationen Calcium den größten 
Einfluss auf den Zusammenhalt der Caseinmicellen hat. Die Art der Calciumbindung 
unterscheidet sich jedoch innerhalb der betrachteten Tierarten. Zwischen dem Gehalt an 
Calcium und anorganischen Phosphorverbindungen konnte ein direkter linearer 
Zusammenhang beobachtet werden, weshalb ebenfalls von einer starken Beteiligung des 
Phosphors am Micellaufbau auszugehen ist. Die Caseinmicellen von Stute und Esel weisen 
sehr hohe Gehalte an Calcium und anorganischem Phosphor auf. Aufgrund des in Kapitel 
4.2.2.2 beobachteten geringeren Phosphoserinanteils ist jedoch nicht von einer größeren 
Anzahl an Calcium-Phosphat-Nanoclustern auszugehen. Vielmehr kann vermutet werden, 
dass sich diese bezüglich ihrer Größe von denen der Wiederkäuer unterscheiden könnten. Bei 
den humanen Micellen stehen dagegen nur geringe Mengen an anorganischem Phosphor zur 
Verfügung. Im Gegenzug konnte, verglichen mit den anderen Tierarten, ein sehr hoher 
Citratgehalt ermittelt werden, sodass das kolloidale Calciumphosphat hier zu einem 
wesentlichen Anteil aus Citraten bestehen könnte. Angesichts der insgesamt geringen 
Mineralstoffgehalte kann vermutet werden, dass die Bedeutung der elektrostatischen 
Wechselwirkungen für die Verknüpfung der Caseinmononmere bei den humanen Micellen 
geringer ist als bei den anderen Tierarten. Bei den Caseinmicellen von Schaf und Ziege 
könnte Citrat ebenfalls entscheidender am Aufbau des CCPs beteiligt sein als beispielsweise 
bei Stute und Esel. 
Aufgrund der in Kapitel 4.2.2.2 und 4.2.2.3 diskutierten verschiedenen Verknüpfungsarten 
der Caseinmonomere ist es naheliegend, dass die Anteile der Bindungsmöglichkeiten 
Auswirkungen auf die Stabilität der Caseinmicellen gegenüber äußeren Einflüssen haben. 
Insbesondere ein Calciumentzug sollte sich entsprechend der unterschiedlich stark 
ausgeprägten Calciumbindungsformen differenziert auf die Micellstabilität der hier 
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betrachteten Säugetiere auswirken. Aus diesem Grund wurden nachfolgend Untersuchungen 
zum Einfluss von Calcium auf die Caseinmicellstabilität durchgeführt. 
 
4.2.3 Einfluss von Calcium auf die Caseinmicellstabilität 
Der Einfluss von Calcium auf die tierartspezifische Micellstabilität wurde im Rahmen der 
wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Kati Emmerich (Emmerich, 2015) mit Hilfe des 
Komplexbildners Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsäure (EGTA) 
untersucht. Dieser komplexiert zweiwertige Kationen, weist jedoch eine besonders hohe 
Affinität zu Ca
2+
-Ionen auf (Mohammadi et al., 2013). Die bekanntere 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) bildet dagegen nicht nur mit Calcium, sondern auch 
mit anderen zweiwertigen Ionen, wie beispielsweise Magnesium, stabile Komplexe 
(Mohammadi et al., 2013). EGTA hat gegenüber EDTA somit den Vorteil spezifisch den 
Einfluss von Calcium auf die Stabilität der Caseinmicellen zu betrachten.  
Für die Untersuchungen wurden die Micellsuspensionen der verschiedenen Tierarten mit 
tierartspezifischem SMUF auf einen intramicellaren Calciumgehalt von 0,5 mg/mL 
standardisiert (vgl. Kapitel 3.6). Voruntersuchungen zeigten, dass das in den SMUFs 
enthaltene Calcium keinen Einfluss auf die Wirkung des EGTAs gegenüber den 
Caseinmicellen hat. Um eine langsamere und gleichmäßigere Wirkung des Komplexbildners 
hervorzurufen, erfolgte die Zugabe verschiedener EGTA-Konzentrationen in die 
Suspensionen in Intervallen. 
Durch die Calciumkomplexierung wird eine Destabilisierung der Caseinmicellen erreicht. 
Diese kann mit Hilfe des Trübungsindexes, des Anteils an extra-micellarem Casein und der 
Micellgröße verfolgt werden.  
Die Verläufe der Trübungsindizes der verschiedenen Tierarten sind in Abb. 32 dargestellt. 
Der Trübungsindex wird dabei aus der Trübung der Probe ohne EGTA-Zugabe und der 
Trübung bei einer bestimmten EGTA-Konzentration berechnet (vgl. Kapitel 3.8.12). 
Die Trübungsindexkurven lassen sich anhand des von Partschefeld (2011) und Dalgleish & 
Corredig (2012) vorgeschlagenen Mechanismus (vgl. Kapitel 2.4.4.3) allgemein 
folgendermaßen interpretieren: die leichte Abnahme des Trübungsindexes bei geringen 
EGTA-Konzentrationen wird durch die Bindung des freien Calciums hervorgerufen. Dies 
führt zu einer Verschiebung des Gleichgewichts zwischen gelöstem und micellarem Calcium. 
Zur Gleichgewichtswiederherstellung dissoziiert Calcium aus den Micellen in die lösliche 
Phase, wobei zunächst eine Freisetzung des leicht austauschbaren Calciums stattfindet. 
Dadurch können weniger Calciumbrücken zwischen den Phosphoserinresten der Caseine 
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ausgebildet werden. Aufgrund der Freilegung der negativ geladenen Phosphoserinreste erhöht 
sich die elektrostatische Abstoßung der Caseine untereinander. In der Folge kommt es zur 
Dissoziation löslicher Caseine aus der Micellstruktur, wodurch die lichtstreuenden 
Eigenschaften der Micellen und somit die Trübung der Suspensionen verringert werden. Mit 
steigender EGTA-Konzentration nimmt dieser Effekt zu und geht mit einer Abnahme der 
Micellgröße einher. Neben den Caseinen wird dabei zunehmend auch Calcium aus dem 
kolloidalen Calciumphosphat entfernt. Unterhalb einer kritischen Calciumkonzentration 
kommt es schließlich zur irreversiblen Dissoziation des Micellnetzwerks. In den 
Trübungskurven spiegelt sich dieser Punkt als Minimum wieder. Bei noch höheren 
EGTA-Konzentrationen lässt sich wieder ein Anstieg der Trübung beobachten, der vermutlich 
auf eine unregelmäßige Zusammenlagerung der freigesetzten Caseinmonomere 
zurückzuführen ist, wodurch wieder eine schwache Lichtstreuung resultiert (Partschefeld, 
2011; Dalgleish & Corredig, 2012). 
 
 
Abb. 32: Trübungsindizes der Caseinmicellsupensionen von a) Wiederkäuern und b) Nicht-
Wiederkäuern standardisiert auf einen intramicellaren Calciumgehalt von 0,5 mg/mL in Abhängigkeit 
der EGTA-Konzentration 
 
In Abb. 32a lässt sich erkennen, dass die Trübungsindexkurven der Wiederkäuermicellen 
einen relativ ähnlichen Verlauf aufweisen und ihr Minimum alle bei 8 mM EGTA erreichen. 
Die Abnahme des Trübungsindexes bis hin zu diesem Punkt verläuft jedoch tierartabhängig 
unterschiedlich steil und auch der Trübungsindex am Minimum unterscheidet sich zwischen 
den Tierarten. Während die bovinen Caseinmicellsuspensionen mit einem Trübungsindex von 
-0,9 fast vollständig aufgeklart waren, war das Minimum bei den Micellen aus Kamelmilch 
mit einem Trübungsindex von -0,2 am schwächsten ausgeprägt. Die anderen Wiederkäuer 
ordneten sich mit ihrem Trübungsabfall und Trübungsindex am Minimum zwischen den 
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beiden genannten Tierarten ein. Für die Stabilität der Caseinmicellen bei minimaler Trübung 
zeigte sich folgende Reihenfolge: Kuh < Büffel < Schaf < Ziege < Kamel. Insbesondere die 
bovinen Micellen erwiesen sich als sehr instabil gegenüber einer Calciumkomplexierung. Der 
sehr steile Trübungsabfall bei geringeren EGTA-Konzentrationen deutet auf eine relativ 
schnelle Calciumfreisetzung hin.  
Die Verläufe der Trübungsindizes der Nicht-Wiederkäuer unterschieden sich deutlich von den 
Wiederkäuern und lassen eine höhere Stabilität vermuten (Abb. 32b). Die equinen 
Caseinmicellen ähnelten in ihrem Destabilisierungsverhalten denen aus Kamelmilch. Dies 
bestätigt wiederum die nicht ganz eindeutige Zuordnung des wiederkäuenden Kamels. Bei 
den humanen Micellen konnte das Trübungsminimum erst bei 15 mM EGTA beobachtet 
werden und die gesamte Trübungskurve verläuft relativ flach. Somit hat ein Entzug von 
Calcium bei diesen Micellen einen wesentlich geringeren Einfluss auf die Stabilität als bei 
den weiteren untersuchten Proben. Für die Caseinmicellen aus Eselmilch konnte der typische 
Verlauf des Trübungsabfalls und anschließenden Anstiegs hingegen nicht beobachtet werden. 
Stattdessen war eine nahezu lineare Abnahme der Trübung bis hin zu sehr hohen 
EGTA-Konzentrationen zu verzeichnen. Möglichweise wird das Calcium nur sehr langsam 
freigesetzt, die Micellen weniger destabilisiert und das Trübungsminimum bei den 
eingesetzten EGTA-Konzentrationen nicht erreicht.  
Die Trübung einer Lösung wird dabei durch die zwei Effekte Lichtstreuung und -absorption 
hervorgerufen. Eine Streuung des Lichts ist nur zu beobachten, wenn die Probenpartikel und 
das Lösungsmittel unterschiedliche Brechungsindizes aufweisen. Eine Veränderung der 
Trübung kann daher entweder durch eine Änderung des Brechungsindexes oder des 
Absorptionsverhaltens der Partikel verursacht werden (Hoppe et al., 1977). Es kann somit 
vermutet werden, dass sich die verschiedenen Tierarten aufgrund ihrer unterschiedlichen 
hydrodynamischen Micelldurchmesser hinsichtlich ihrer Trübungsänderung bei der 
Destabilisierung unterscheiden. Eine eindeutige Aussage über die Stabilität der 
Caseinmicellen allein anhand des Trübungsindexes ist aus diesem Grund nicht möglich, 
weshalb der Anteil an extra-micellarem Casein hinzugezogen wurde. 
Anhand des Anteils an extra-micellarem Casein kann die mit steigender EGTA-Konzentration 
zunehmende Dissoziation der Caseinmonomere aus dem Micellverband verfolgt werden. 
Dieser wurde nach Ultrazentrifugation der destabilisierten Suspensionen entsprechend 
Kapitel 3.8.1.1 berechnet und bezogen auf die Probe ohne EGTA-Zusatz angegeben. Es lässt 
sich in Abb. 33a erkennen, dass bei den Micellsuspensionen der Wiederkäuer der Anteil des 
extra-micellaren Caseins mit zunehmender EGTA-Konzentration zunächst bis zu einem 
Maximum ansteigt und anschließend wieder abfällt. Der Anstieg an freien Caseinen war dabei 
direkt mit der Trübungsabnahme aus Abb. 32a verbunden, sodass das Maximum des 
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extra-micellaren Caseins und das Minimum des Trübungsindex bei derselben 
EGTA-Konzentration erreicht wurden. Insbesondere bei den bovinen Micellsuspensionen 
konnte bei 8 mM EGTA eine 90 %ige Freisetzung der Caseine und somit eine nahezu 
vollständige Dissoziation der Caseinmicellen beobachtet werden.  
 
 
Abb. 33: Anteil an extra-micellarem Casein in den Caseinmicellsuspensionen von a) Wiederkäuern 
und b) Nicht-Wiederkäuern standardisiert auf einen intramicellaren Calciumgehalt von 0,5 mg/mL in 
Abhängigkeit der EGTA-Konzentration bezogen auf 0 mM EGTA; bestimmt mittels Bradford-
Proteinbestimmung nach Ultrazentrifugation  
 
Die Proben von Büffel und Ziege zeigten am Trübungsminimum eine maximale Freisetzung 
von 70 bzw. 62 %. Demnach sind die Caseinmicellen dieser Tiere, verglichen mit denen aus 
Kuhmilch, etwas stabiler gegenüber einem Calciumentzug. Nach dem Trübungsindexverlauf 
der Micellsuspensionen aus Ziegenmilch sollten diese eine höhere Stabilität aufweisen als die 
Büffelmicellen. Es fällt jedoch auf, dass die Dissoziation der Caseine aus den caprinen 
Micellen im Vergleich zu denen aus Büffel deutlich schneller erfolgt. Dies deutet zum einen 
auf ein Vorliegen des Calciums in leichter austauschbaren Verbindungen hin und zum 
anderen wird die Trübung der Suspensionen wahrscheinlich aufgrund des größeren 
hydrodynamischen Durchmessers der Ziegencaseinmicellen (vgl. Abb. 21) weniger stark 
beeinflusst und somit eine höhere Stabilität vorgetäuscht. Nach dem Erreichen der maximalen 
Freisetzung konnte bei höheren EGTA-Konzentrationen wieder eine Abnahme des 
extra-micellaren Caseins beobachtet werden. Ursächlich hierfür könnten gebildete Aggregate 
sein. Diese bewirkten bei 15 mM EGTA einen erneuten Anstieg der Trübung, werden jedoch 
durch die Ultrazentrifugation abgetrennt und somit im Überstand nicht als freigesetzte 
Caseine erfasst. Die starke Zunahme des extra-micellaren Caseins bei 27 mM EGTA könnte 
möglicherweise durch eine Auflösung der Aggregate hervorgerufen werden. Bei den 
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Caseinmicellsuspensionen von Schaf und Kamel konnte eine maximale Freisetzung von nur 
26 bzw. 30 % beobachtet werden, sodass wesentlich weniger Caseine aus dem Micellverband 
dissoziierten und die Micellen damit deutlich stabiler erschienen. Allerdings zeigten die 
Suspensionen aus Kamelmilch bereits bei 4 mM EGTA ihren Maximalanteil an 
extra-micellarem Casein. Möglicherweise täuschen die Trübungsmessungen aufgrund der 
relativ großen hydrodynamischen Durchmesser der Micellen aus Kamelmilch bei diesen 
Proben eine höhere Stabilität vor. Es ist denkbar, dass die Caseinmicellen bei 4 mM EGTA 
noch sehr stabil sind und nur wenige Caseine freigesetzt werden. Bei 8 mM EGTA könnte 
jedoch eine starke Dissoziation der Micellen zur Bildung von ungeordneten Aggregaten 
führen, die aber immer noch eine vergleichbare Trübung verursachen. 
Im Gegensatz zu den Wiederkäuern konnte bei den Nicht-Wiederkäuern in Abb. 33b kein 
ausgeprägtes Maximum bei der Caseinfreisetzung ermittelt werden. Für die equinen 
Micellsuspensionen wurde bei 8 mM EGTA ein maximaler Anteil an extra-micellarem Casein 
von 21 % bestimmt. Dieser veränderte sich bei höheren EGTA-Konzentrationen nur 
unwesentlich. Wie auch beim Verlauf des Trübungsindexes konnte bei den Micellen aus 
Eselmilch eher eine lineare Freisetzung der Caseine, ohne ein Maximum zu erreichen, 
beobachtet werden. Damit unterscheiden sich die Caseinmicellen deutlich von denen der 
Wiederkäuer und es lässt sich eine nur langsame Freisetzung und sehr feste Bindung des 
Calciums vermuten. Zusätzlich könnten die Micellen durch andere Kräfte, wie hydrophobe 
Wechselwirkungen, stabilisiert werden. Bei den humanen Caseinmicellsuspensionen wurde 
der höchste extra-micellare Caseinanteil bei 4 mM EGTA bestimmt, allerdings ähneln sich die 
Werte bei 1,5, 4 und 8 mM EGTA sehr stark. Verglichen mit allen anderen Tierarten zeigten 
die Suspensionen mit höheren EGTA-Konzentrationen einen geringeren Gehalt an freien 
Caseinen als die Probe ohne zugesetzten Komplexbildner. Wie bereits aus Abb. 20 ersichtlich 
wurde, weisen die humanen Micellsuspensionen nach dem Resuspendieren einen Anteil an 
extra-micellaren Caseinen von über 25 % auf. Möglicherweise werden durch die 
Destabilisierung der Calciumbindungen die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den 
Caseinen verstärkt, wodurch bereits vorhandene freie Caseine entweder kleine Aggregate 
bilden oder sogar eine Assoziation an die Micellen erfolgt. Nach Sood et al. (1997) 
dissoziieren bei einem Calciumentzug mit EDTA bevorzugt Caseine mit viel Phosphoserin 
aus den Humanmicellen. Insbesondere bei EDTA-Konzentrationen, die den Gehalt an freiem 
Calcium übersteigen, nehmen die relativen Anteile der extra-micellaren β-Casein-Isoformen 
mit drei, vier und fünf Phosphoserinresten zu. Vor allem die Isoformen ohne oder mit nur 
einem Phosphoserin bildeten dagegen ein sehr loses Netzwerk, welches auch durch den 
Entzug von Calcium nicht verändert wird und somit über hydrophobe Wechselwirkungen 
zusammengehalten werden muss (Sood et al., 1997). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
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beobachteten geringen Zunahmen an extra-micellaren Caseinen und die relativ niedrigen 
Phosphoseringehalte in den humanen Micellen (vgl. Kapitel 4.2.2.2) deuten auf eine 
Verteilung zugunsten der schwach phosphorylierten β-Casein-Isoformen hin. Somit können 
die in Kapitel 4.2.2.2 und 4.2.2.3 aufgestellten Vermutungen bestätigt werden, wonach der 
micellare Zusammenhalt vor allem über hydrophobe und weniger über elektrostatische 
Wechselwirkungen erfolgt. Eine Schwächung der Calciumbrücken hat daher bei den Nicht-
Wiederkäuern einen geringeren Einfluss auf die Micellstabilität als bei den Wiederkäuern.  
Durch die Dissoziation der Caseinmonomere aus der micellaren Struktur ist nach Partschefeld 
(2011) und Dalgleish & Corredig (2012) zunächst eine Verringerung des hydrodynamischen 
Micelldurchmessers zu erwarten. Nach dem vollständigen Zerfall der kolloidalen Partikel 
kommt es dann infolge ungeordneter Aggregationen zu einem erneuten Anstieg des 
hydrodynamischen Durchmessers. Die Bestimmung der hydrodynamischen Durchmesser mit 
Hilfe der DLS erfolgte über die Anzahlverteilung, um auch geringfügige Veränderungen in 
der Größenverteilung der Caseinmicellen zu detektieren. Bei einer Auswertung über die 
Intensität würden kleinere Micellen von noch vorhandenen großen Micellen überdeckt 
werden. Wie in Abb. 34a zu erkennen ist, nahm die Micellgröße bei der bovinen Probe bis 
8 mM EGTA sehr stark im Vergleich zur Suspension ohne EGTA-Zusatz ab. 
 
 
Abb. 34: Mittlere hydrodynamische Durchmesser (anzahlgewichtete Größenverteilung) der mit 
aufsteigenden EGTA-Konzentrationen destabilisierten Caseinmicellen von a) Wiederkäuern und 
b) Nicht-Wiederkäuern, standardisiert auf einen intramicellaren Calciumgehalt von 0,5 mg/mL; 
bestimmt mittels DLS 
 
In Übereinstimmung mit dem Trübungsindex und dem Anteil an extra-micellarem Casein 
kann von einer vollständigen Dissoziation der Caseinmicellen ausgegangen werden. Auch die 
etwas geringere Abnahme des hydrodynamischen Durchmessers der destabilisierten Micellen 
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aus Büffelmilch steht im Einklang mit den bereits erläuterten Untersuchungen. Die ovinen 
und die caprinen Caseinmicellen zeigten mit zunehmender EGTA-Konzentration kein 
ausgeprägtes Größenminimum. Vielmehr blieb der hydrodynamische Durchmesser zunächst 
nahezu gleich und stieg bei 8 mM EGTA leicht an. Ursache hierfür könnte bei einem geringen 
Calciumentzug vor allem die Dissoziation kleinerer Micellen und dadurch eine Verschiebung 
zu größeren mittleren Durchmessern sein. Nach Pierre et al. (1998) scheinen die Caseine in 
Ziegenmilch hauptsächlich entweder in kleinen oder in großen Micellen verteilt zu sein. 
Weiterhin stellten Pierre et al. (1998) mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse eine 
negative Korrelation zwischen der Caseinmicellgröße und dem αS1-Casein-Gehalt fest und 
ermittelten einen höheren Anteil an Phosphoserin in αS1-Casein-reichem Gesamtcasein. Im 
Zusammenhang mit den Untersuchungen von Sood et al. (1997) kann vermutet werden, dass 
die höher phosphorylierten Caseine bei einem Calciumentzug bevorzugt aus dem micellaren 
Verband dissoziieren. Somit würden bei den caprinen Caseinmicellen zunächst vor allem die 
kleineren destabilisiert werden, da diese höhere Phosphoseringehalte aufweisen. Dies 
wiederum würde zu einer Erhöhung des hydrodynamischen Durchmessers der verbleibenden 
Micellpopulation führen. Im Zusammenhang mit dem Verlauf des Anteils an extra-micellaren 
Caseinen (Abb. 33) sollten die verwendeten caprinen Micellen somit zu einem großen Teil als 
kleinere Partikel vorliegen. Grund für diese Annahme ist der starke Anstieg der freien Caseine 
mit zunehmender EGTA-Konzentration. Im Gegensatz dazu sollte der Gehalt an kleineren 
Micellen aus Schafmilch entsprechend des Anteils an extra-micellaren Caseinen geringer sein. 
Eine differenzierte Betrachtung der Micellen nach ihrer Größe, beispielsweise mit Hilfe der 
fraktionierten Ultrazentrifugation, könnte hierzu noch detailliertere Informationen liefern. Bei 
den Caseinmicellen aus Kamel- und Stutenmilch wird eine relativ große Abnahme des 
hydrodynamischen Durchmessers bei 8 mM EGTA deutlich (Abb. 34a und b), obwohl diese 
anhand der Trübungsindzes und der Anteile an extra-micellarem Casein relativ stabil 
erschienen. Diese Beobachtung könnte zum einen methodische Ursachen haben. So ist es 
möglich, dass insbesondere große Micellen im Zuge der Probenaufbereitung abzentrifugiert 
werden oder die Partikel durch die für die DLS notwendige hohe Verdünnung mit 
Reinstwasser nachträglich destabilisiert werden. Eine weitere Möglichkeit ist eine bevorzugte 
Dissoziation der großen Caseinmicellen als Folge der Calciumkomplexierung, wodurch eine 
Verschiebung zu kleineren Micellgrößen auftreten könnte. Allgemein fällt bei der 
Betrachtung der hier durchgeführten Experimente auf, dass sich die Caseinmicellen von 
Kamel und Stute in ihrem Destabilisierungsverhalten sehr stark ähneln und die kolloidalen 
Partikel der Kamelmilch somit eventuell eher den Nicht-Wiederkäuern zuzuordnen wären. 
Die Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers der Micellen aus Esel- und 
Humanmilch in Abb. 34b bestätigte die bereits diskutierten Eindrücke. So wurde für die 
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Caseinmicellen aus Eselmilch infolge des EGTA-Zusatzes eine langsame und eher lineare 
Abnahme der Partikelgröße beobachtet. Die humanen Caseinmicellen veränderten ihren 
mittleren hydrodynamischen Durchmesser kaum, sodass diese wiederum als stabiler 
beschrieben werden können. Insbesondere die Untersuchungen von Sood et al. (1997) können 
somit bestätigt werden, wonach ein Calciumentzug zwar eine geringe Dissoziation der 
Caseine bewirkt, jedoch ein loses Netzwerk aus niedrig phosphorylierten Caseinen erhalten 
bleibt. 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sich die Caseinmicellen verschiedener 
Säugetiere in Bezug auf ihre Stabilität gegenüber einer Calciumkomplexierung mit EGTA 
sehr deutlich voneinander unterschieden. Instabile Micellen zeichneten sich durch eine starke 
Abnahme des Trübungsindex sowie eine Zunahme des extra-micellaren Caseins aus. Auch 
Veränderungen im hydrodynamischen Durchmesser der Partikel sprechen prinzipiell für eine 
höhere Instabilität, können jedoch auch durch die Destabilisierung einzelner 
Größenpopulationen hervorgerufen werden, obwohl der Großteil der Micellen intakt bleibt. 
Allgemein erwiesen sich die Caseinmicellen von Wiederkäuern im Vergleich zu denen der 
Nicht-Wiederkäuer als instabiler gegenüber einem Calciumentzug. Für die Micellen der 
Wiederkäuer ergibt sich folgende Stabilitätsreihenfolge: Kuh << Büffel < Ziege < Schaf. Die 
micellaren Partikel der Kamelmilch ähnelten in ihrem Stabilitätsverhalten eher denen aus 
Stutenmilch, weshalb eine Zuordnung zu den Nicht-Wiederkäuern naheliegend ist. Bei den 
humanen Caseinmicellen wurden die Wechselwirkungskräfte zwischen den 
Caseinmonomeren durch einen EGTA-Zusatz am geringsten beeinflusst. Für die Micellen der 
Nicht-Wiederkäuer konnte die folgende Reihenfolge ermittelt werden: 
Kamel = Stute < Esel < Mensch. 
 
4.2.4 Erkenntnisse zum Caseinmicellaufbau 
Im folgenden Kapitel sollen aus den erhaltenen Messergebnissen Erkenntnisse zum Aufbau 
der Caseinmicellen der verschiedenen Säugetiere abgeleitet werden. Es kann sich dabei 
jedoch nur um orientierende Hinweise handeln, da die Milchproben der einzelnen Tierarten 
jeweils als Sammelprobe von einem Hof bezogen wurden und somit der gleiche Genpool 
sowie gleiche Fütterungs- und Umgebungsbedingungen vorlagen. Rasse- und 
nahrungsspezifische Unterschiede konnten aufgrund dessen nicht berücksichtigt werden, 
könnten jedoch prinzipiell einen Einfluss auf die Milcheigenschaften haben.  
Um Aussagen bezüglich des Micellaufbaus zu treffen, wurde zunächst überprüft, ob die 
ermittelten Messdaten eine Einteilung der Tierarten in die übergeordneten Gruppierungen 
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Wiederkäuer und Nicht-Wiederkäuer zulassen. Dazu wurde die Clusteranalyse, ein 
multivariates Analyseverfahren angewendet. Diese fasst die einzelnen Objekte (Tierarten) 
schrittweise nach ähnlichen Eigenschaften (Messgrößen) zu Clustern zusammen. Die 
Eigenschaften der Objekte innerhalb eines Clusters sollen dabei möglichst homogen, die 
Cluster untereinander hingegen möglichst inhomogen sein (Backhaus et al., 2011). Aufgrund 
der geringen Größe des vorliegenden Datensatzes darf die Einteilung in die Cluster nicht als 
statistisch korrekt betrachtet werden, sondern diente vielmehr der Möglichkeit, die Vielzahl 
an Messergebnissen zusammengefasst visuell darzustellen. Die Durchführung der 
Clusteranalyse, als hierarchisches Klassifizierungsverfahren erfolgte mit Hilfe der Software 
SPSS Statistics 23. Als Eingruppierungsmerkmale wurden die in den vorangegangenen 
Kapiteln für die Caseinmicellen dargestellten quantifizierten Messgrößen verwendet. Da eine 
Erhebung der Ausgangsdaten auf unterschiedlichen Skalen zu einer Vergrößerung der 
Differenzen der Merkmalsausprägung führen, wurde zu Beginn der Analyse eine 
Standardisierung der Daten, wie in Kapitel 3.10 beschrieben, vorgenommen (Backhaus et al., 
2011). Für die Clusteranalyse wurde als Fusionierungsalgorithmus die Ward-Methode mit der 
quadrierten Euklidischen Distanz als Ähnlichkeitsmaß gewählt. In Abb. 35 ist das erhaltene 
Ergebnis graphisch als Dendrogramm dargestellt.  
 
 
Abb. 35: Dendrogramm zur Veranschaulichung der Fusionierung der Caseinmicelleigenschaften der 
verschiedenen Säugetiere; erhalten nach hierarchischer Clusteranalyse unter Verwendung der 
Ward-Methode mit quadrierter Euklidischer Distanz  
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Es lässt sich erkennen, dass die Caseinmicellen der acht verschiedenen Säugetiere in drei 
grobe Cluster unterteilt wurden. Ein Cluster enthält die Tierarten Kuh, Büffel, Schaf und 
Ziege und das zweite Cluster die Tiere Kamel, Stute und Esel. Die Eigenschaften der 
humanen Caseinmicellen konnten keinem der beiden Cluster zugeordnet werden, weshalb 
diese ein zusätzliches eigenes Cluster darstellen. Die einzelnen Tierarten können somit auch 
anhand ihrer hier untersuchten Micelleigenschaften in Wiederkäuer (umfasst Kuh, Büffel, 
Schaf, Ziege) und Nicht-Wiederkäuer (umfasst Kamel, Stute, Esel) eingeteilt werden. Wie 
sich bereits in den Untersuchungen mehrfach andeutete, sind die Caseinmicellen aus 
Kamelmilch denen aus Stutenmilch ähnlicher als denen aus der Milch von Wiederkäuern. Das 
Kamel sollte deshalb, trotz der wiederkäuenden Eigenschaften zumindest bezüglich der 
Caseinmicellen in der Milch, den Nicht-Wiederkäuern zugeordnet werden. Anhand des 
Dendrogramms ist für die beiden Cluster zwar theoretisch noch eine feinere Aufspaltung 
möglich, aufgrund der relativ geringen Datenlage wurde dies jedoch nicht als sinnvoll 
erachtet, weshalb sich im Weiteren auf allgemeinere Aussagen beschränkt werden soll. 
Um die Homogenität der erhaltenen Cluster zu beurteilen, wurden anschließend aus den 
nicht-standardisierten Messdaten die F-Werte ermittelt. Der F-Wert stellt ein Maß für die 
Streuung innerhalb eines Clusters dar und wurde für jede Variable entsprechend Kapitel 3.10 
berechnet. Sind alle F-Werte eines Clusters kleiner 1, ist dieses als vollkommen homogen 
anzusehen (Backhaus et al., 2011). Für die beiden Cluster Wiederkäuer und 
Nicht-Wiederkäuer konnten für alle untersuchten Variablen, mit Ausnahme des Magnesiums, 
F-Werte < 1 ermittelt werden. Hinsichtlich des Magnesiumgehalts zeigten sich die Micellen 
der Nicht-Wiederkäuer als inhomogen, was auf die Probe aus Eselmilch zurückgeführt 
werden konnte. Da Magnesium in den micellaren Partikeln allerdings mit den geringsten 
Gehalten enthalten ist, wurde die Inhomogenität an dieser Stelle in Kauf genommen.  
Ein weiteres Kriterium zur Interpretation der Cluster stellt der t-Wert dar (vgl. Kapitel 3.10). 
Dieser ist kein Maß zur Beurteilung der Güte des gefundenen Clusters, sondern dient der 
Charakterisierung des Clusters hinsichtlich der Repräsentanz einer bestimmten Eigenschaft 
(Variable) im Vergleich zur Erhebungsgesamtheit (Backhaus et al., 2011). Negative t-Werte 
zeigen an, dass eine Eigenschaft in der betrachteten Gruppe verglichen mit dem gesamten 
Datensatz unterrepräsentiert ist. Positive t-Werte stehen hingegen für überrepräsentierte 
Variablen. Abb. 36 zeigt die t-Werte für ausgewählte Variablen der drei unterschiedlichen 
Cluster. Zur übersichtlicheren Darstellung wurde sich auf diejenigen Variablen beschränkt, 
die den größten Einfluss auf den micellaren Zusammenhalt haben sollten. Anhand der 
Ergebnisse kann festgestellt werden, dass für das Cluster der Nicht-Wiederkäuer-Micellen vor 
allem Calcium und anorganischer Phosphor von hoher Bedeutung sind. Gleichzeitig ist der 
Anteil an Phosphoserin im Protein im Vergleich zu den Wiederkäuern deutlich 
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unterrepräsentiert. Dies lässt vermuten, dass in den Micellen der Nicht-Wiederkäuer mehr 
kolloidales Calciumphosphat (CCP) zur Assoziation mit Phosphoserinresten zur Verfügung 
steht als bei den Wiederkäuern. Nach McMahon & Oommen (2008) liegt das CCP in bovinen 
Caseinmicellen als 2,5 bis 4,8 nm große Calcium-Phosphat-Nanocluster vor. Denkbar ist, dass 
die Nanocluster in den Micellen der Nicht-Wiederkäuer größer sind und bezogen auf die 
Phosphoserinreste mehr Calcium und anorganischen Phosphor enthalten. Dadurch könnte das 
Calciumphosphat hier möglicherweise eher in einer Hydroxyapatit-ähnlichen Form vorliegen. 
Für die Struktur der Nanocluster bei den Wiederkäuermicellen kann in Anlehnung an 
Holt et al. (1982) und Horne et al. (2007) hingegen ein CaHPO4-ähnliches Vorliegen 
angenommen werden. Da CaHPO4 im Vergleich zu Ca3PO4 als leichter austauschbar 
beschrieben wurde (Pierre et al., 1983), könnte dies auch die geringere Stabilität der 
Caseinmicellen von Wiederkäuern gegenüber einem Calciumentzug begründen. Des Weiteren 
kann für die Wiederkäuermicellen, verglichen mit denen der Nicht-Wiederkäuer, eine höhere 
Beteiligung von Citrat am Aufbau der Calcium-Phosphat-Nanocluster vermutet werden, da 
Citrat in der Gruppe der Nicht-Wiederkäuer deutlich unterrepräsentiert ist. Obwohl Citrate 
selbst Calciumkomplexbildner sind, scheinen sie die Wiederkäuermicellen bei einer 
Calciumkomplexierung von „außen“ trotzdem nicht wesentlich stabilisieren zu können. 
 
 
Abb. 36: t-Werte der Cluster Wiederkäuer, Nicht-Wiederkäuer und Mensch für die Variablen 
Calcium, Magnesium, anorganischer Phosphor und Citrat (jeweils berechnet aus den Gehalten in 
mmol/100 g CM) sowie Phosphoserin, Glutaminsäure und hydrophobe Aminosäuren (jeweils 
berechnet aus den prozentualen Anteilen) 
 
Neben den ionischen Wechselwirkungen sind für den micellaren Zusammenhalt der Caseine 
insbesondere auch hydrophobe Wechselwirkungen von Bedeutung. Die Ermittlung der 
t-Werte zeigte für den Anteil der hydrophoben Aminosäuren im Protein beim Cluster der 
Nicht-Wiederkäuer eine deutlich stärkere Ausprägung als bei den Wiederkäuern. Es kann 
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daher vermutet werden, dass die Nicht-Wiederkäuer-Micellen verstärkter über hydrophobe 
Wechselwirkungen zusammen gehalten werden. Dies könnte wiederum ein Grund für die 
höhere Stabilität bei einem Calciumentzug sein und gleichzeitig die sehr hohe Stabilität der 
humanen Caseinmicellen erklären. In diesen sind die hydrophoben Aminosäuren im Vergleich 
zum Cluster der Wiederkäuer und auch der Nicht-Wiederkäuer deutlich überrepräsentiert, 
wohingegen alle anderen für den Micellaufbau entscheidenden Komponenten 
unterrepräsentiert sind. Hieraus kann eine enorme Bedeutung der hydrophoben 
Wechselwirkungen für die Micellen aus Humanmilch geschlussfolgert werden, sodass die 
Stabilität der Caseinmicellen bei einer Calciumkomplexierung nur unwesentlich beeinflusst 
wird. 
Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dass sich die Eigenschaften der 
Caseinmicellen entsprechend der taxonomischen Einordnung der Tiere ebenfalls in 
Wiederkäuer, Nicht-Wiederkäuer und Mensch unterteilen lassen. Auch die nicht ganz klare 
biologische Einordnung des Kamels spiegelt sich in den Ergebnissen wieder. So käuen 
Kamele zwar wieder, die Micelleigenschaften ähneln aber eher den Nicht-Wiederkäuern. Für 
die Wiederkäuer lässt sich ein Zusammenhalt der Micellen bevorzugt über Calcium-Phosphat-
Nanocluster vermuten, die eine CaHPO4-ähnliche Struktur aufweisen und zudem 
verhältnismäßig viel Citrat enthalten. Auch für die Assoziation der Caseine in den 
Nicht-Wiederkäuermicellen sind die Calcium-Phosphat-Nanocluster von großer Bedeutung. 
Möglicherweise weisen diese aber eher eine Hydroxyapatit-ähnliche Struktur auf und Citrat 
ist weniger am Aufbau beteiligt. Zusätzlich erfolgt der micellare Zusammenhalt verstärkt über 
hydrophobe Wechselwirkungen. Noch stärker ausgeprägt scheint die Assoziation der 
Caseinmonomere über hydrophobe Wechselwirkungen bei den humanen Caseinmicellen zu 
sein, sodass bei diesen sogar eine geringere Wichtung der Calcium-Phosphat-Nanocluster für 
die Micellstabilität vermutet werden kann. 
 
 4.3 Caseinmicellen als Nanocarrier für antibakteriell wirksames Lysozym 
Caseinmicellen werden allgemein als natürliche Transportsysteme für bioaktive Substanzen 
angesehen. Neben der evolutionsbiologischen Aufgabe der Micellen Calcium, Phosphat und 
Aminosäuren in konzentrierter und stabilisierter Form von der Mutter zum Neugeborenen zu 
transportieren, konnte auch der artifizielle Einbau verschiedenster anderer bioaktiver 
Komponenten gezeigt werden (Livney, 2010). Zu diesen Substanzen zählt beispielsweise das 
Enzym Lysozym, welches aufgrund seiner Eigenschaft β-1,4-glykosidisch verknüpfte 
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Zuckerreste in der Peptidoglykanschicht der Zellwand gram-positiver Bakterien zu spalten, 
eine antibakterielle Wirkung zeigt (Jollès, 1969). 
In Kapitel 4.2.2.1 wurde bereits gezeigt, dass bei einigen der untersuchten 
Säugetiermilchproben das natürlicherweise enthaltene und zu den Molkenproteinen zählende 
Lysozym in den mittels Ultrazentrifugation isolierten Caseinmicellen nachweisbar war. 
Anema & de Kruif (2013) und de Roos et al. (1998) gelang es zudem, bovine Micellen mit 
Hühnereiweißlysozym (HEWL) anzureichern. Bislang gibt es jedoch keine Untersuchungen 
dazu, wie sich die Assoziation an die kolloidalen Partikel auf die antibakterielle Aktivität 
auswirkt und inwiefern die gezeigten tierartspezifischen Eigenschaften der Caseinmicellen 
(vgl. Kapitel 4.2) einen Einfluss darauf haben. Ziel der folgenden Studien war es deshalb 
zunächst die Anreicherung der Caseinmicellen verschiedener Säugetiere mit HEWL zu 
charakterisieren. Im Weiteren wurde erstmals die antibakterielle Wirksamkeit 
Lysozym-angereicherter Caseinmicellen untersucht. 
 
4.3.1 Beladung der Caseinmicellen mit Lysozym 
Wie in Kapitel 2.6.2 beschrieben, konnten de Roos et al. (1998) eine Bindung von 
Hühnereiweißlysozym an individuelle Caseine sowie Caseinmicellen beobachten. Anema & 
de Kruif (2013) wiesen zudem nach, dass die Assoziation innerhalb der kolloidalen Partikel 
und bevorzugt in großen Micellen mit einem geringeren κ-Casein-Gehalt erfolgt. Diese 
Untersuchungen wurden jedoch ausschließlich mit Kuhmilch durchgeführt. Aufgrund der sich 
zum Teil sehr stark unterscheidenden Zusammensetzung der Caseinmicellen anderer 
Säugetiere und der daraus resultierenden Variation der Wechselwirkungskräfte 
(vgl. Kapitel 4.2.2), könnten sich daraus jedoch interessante Unterschiede im 
Assoziationsverhalten des Lysozyms ergeben. 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Untersuchungen zur Assoziation von Lysozym und 
Caseinmicellen mit den in Kapitel 4.2 charakterisierten Tierarten im Rahmen der 
wisschenschaftlichen Abschlussarbeiten von Kati Emmerich (Emmerich, 2015) und Claudia 
Eckoldt (Eckoldt, 2016) durchgeführt. Dabei wurden die jeweiligen Caseinmicell-
suspensionen für eine bessere Vergleichbarkeit, entsprechend Kapitel 3.5 mit 
tierartspezifischem SMUF auf einen Proteingehalt von 5 mg/mL standardisiert und mit 
aufsteigenden Konzentrationen einer Lysozym-Lösung aus Hühnereiweiß versetzt. Um das 
Verhalten und die Stabilität der Caseinmicellen bei einer Beladung mit HEWL näher zu 
charakterisieren, wurden die Suspensionen hinsichtlich der Trübung, dem micellaren 
Lysozym-Anteil sowie dem hydrodynamischen Micelldurchmesser analysiert. Vor 
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Anwendung der einzelnen Untersuchungsmethoden wurden die Suspensionen zunächst bei 
niedriger Zentrifugalbeschleunigung (300 × g) zentrifugiert, um bereits präzipitiertes Protein 
abzutrennen.  
Anhand der in Abb. 37 dargestellten Trübungsindexkurven lässt sich für alle Tierarten 
zunächst ein nahezu linearer Anstieg der Trübung erkennen. 
 
 
Abb. 37: Trübungsindizes der Caseinmicellsupensionen von a) Wiederkäuern und b) Nicht-
Wiederkäuern standardisiert auf 5 mg/mL Casein in tierartspezifischem SMUF in Abhängigkeit der 
Lysozym-Konzentration aus Hühnereiweiß 
 
 
Insbesondere die bovinen Caseinmicellen (Abb. 37a) zeigten bei einem Lysozym-Zusatz eine 
starke Trübungszunahme bis zum Erreichen eines Maximums bei 1,5 mg HEWL/mL. Eine 
Zugabe von 2,5 mg/mL Lysozym war hingegen mit einem deutlichen Trübungsabfall 
verbunden. Das gleiche Phänomen konnte etwas abgeschwächter auch bei den Caseinmicellen 
von Schaf und Ziege beobachtet werden. Die Micellen aus Büffel- und Kamelmilch 
zeichneten sich durch eine geringere Stabilität aus und zeigten die Trübungsabnahme bereits 
bei einer Lysozym-Konzentration von 1,5 mg/mL. Auch die Zunahme der Trübung war bei 
diesen Tierarten schwächer ausgeprägt und das Maximum wurde bereits bei einer Zugabe von 
1,0 mg HEWL/mL erreicht. Die Trübungsabnahme lässt sich bei allen Tieren mit der Bildung 
von Proteinpräzipitaten erklären, die durch die Zentrifugation abgetrennt wurden. Das 
Aufklaren der Caseinmicellsuspensionen deutet somit auf eine Lysozym-induzierte 
Destabilisierung der kolloidalen Partikel hin. Ein Trübungsanstieg kann hingegen mit einer 
Assoziation zwischen Lysozym und den Caseinmicellen in Verbindung gebracht werden. Die 
Trübungsverläufe der Micellsuspensionen von Stute und Esel (Abb. 37b) verhielten sich 
ähnlich denen der Kamelmicellen. Auch hier waren eine geringe Trübungszunahme bis zu 
einem Maximum bei 1,0 mg HEWL/mL und ein Abfall bei 1,5 mg/mL zu beobachten. Im 
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Gegensatz dazu nahm die Trübung bei den humanen Caseinmicellen bis zum maximalen 
Lysozym-Zusatz von 2,5 mg/mL stetig zu und ein Aufklaren der Lösung war nicht zu 
vernehmen. Allgemein kann somit für die Micellen aus Human- sowie aus Kuh-, Schaf- und 
Ziegenmilch eine höhere Stabilität gegenüber einer Lysozymbeladung angenommen werden. 
Für eine Bestätigung der vermuteten Assoziation des Lysozyms mit den Caseinmicellen 
wurde der Lysozym-Gehalt nach dem Zusatz von HEWL sowohl in den Suspensionen als 
auch in den Überständen, die nach Ultrazentrifugation erhalten wurden, mittels RP-HPLC-UV 
quantifiziert. Aufgrund unterschiedlicher Retentionszeiten ist mit der verwendeten Methode 
eine eindeutige Unterscheidung zwischen zugesetztem HEWL und teilweise in den Micellen 
enthaltenem, tierartspezifischem Lysozym (vgl. Kapitel 4.2.2.1) möglich. In Abb. 38 ist ein 
charakteristisches Chromatogramm einer mit HEWL versetzten Caseinmicellsuspension 
dargestellt. Bei einer Wechselwirkung der Micellen mit dem Lysozym wird dieses mit Hilfe 
der Ultrazentrifugationen zusammen mit den kolloidalen Partikeln abgetrennt und im 
Überstand nicht mit erfasst. Sollte keine Assoziation zwischen Lysozym und den 
Caseinmicellen erfolgen, würde sich hingegen sämtliches zugesetztes HEWL in den 
Überständen befinden. Um den Gehalt des Lysozyms zu bestimmen, welches an die Micellen 
assoziiert vorliegt, wurde somit die Differenz aus den Konzentrationen in den Suspensionen 
sowie in den nach Ultrazentrifugation erhaltenen Überständen berechnet. Da bereits vor der 
vollständigen Destabilisierung der Caseinmicellen präzipitierte Proteine durch Zentrifugation 
bei 300 × g abgetrennt werden konnten, wurden für die Berechnungen die tatsächlich in den 
Suspensionen quantifizierten und nicht die ursprünglich zugesetzten Lysozym-Gehalte zu 
Grunde gelegt. 
 
 
Abb. 38: Charakteristisches, beispielhaftes HPLC-UV-Chromatogramm zur Bestimmung von 
Hühnereiweißlysozym (HEWL) in den mit 1,0 mg/mL HEWL versetzten ovinen Caseinmicellen; die 
Referenzsubstanz ist in grau abgebildet 
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Abb. 39 zeigt die ermittelten micellaren Lysozym-Konzentrationen in den 
Caseinmicellsuspensionen. In der Darstellung sind die Inkubationen bis 1,5 mg HEWL/mL 
dargestellt, da ab einer Konzentration von 2,5 mg HEWL/mL nahezu alle Proben vollständig 
aufgeklärt waren und bei der Ultrazentrifugation abgetrenntes Material somit nicht mehr als 
Caseinmicellen bezeichnet werden kann. 
 
 
Abb. 39: Quantifizierung des micellaren Lysozyms aus Hühnereiweiß (HEWL) in den 
Caseinmicellsuspensionen von a) Wiederkäuern und b) Nicht-Wiederkäuern standardisiert auf 
5 mg/mL Casein in tierartspezifischem SMUF in Abhängigkeit der zugesetzten Lysozym-
Konzentration; berechnet aus der Differenz der mittels RP-HPLC-UV bestimmten Gehalte in den 
Suspensionen sowie in den nach Ultrazentrifugation der Micellsuspensionen erhaltenen Überständen 
 
Es ist ersichtlich, dass für alle Tierarten mit steigendem Lysozym-Zusatz bis zu einer 
Konzentration von 1,0 mg/mL eine Anreicherung in den Caseinmicellen erreicht werden 
konnte. Diese ist jedoch für die einzelnen Tierearten unterschiedlich ausgeprägt. Entgegen 
den Ergebnissen der Trübungsmessungen sind sich die Micellsuspensionen von Kuh und 
Büffel in den micellaren Lysozym-Gehalten bis 1,0 mg HEWL/mL sehr ähnlich. Die 
Aufnahme des Lysozyms bewirkte somit bei den bovinen Caseinmicellen eine stärkere 
Veränderung der Trübungseigenschaften als bei den kolloidalen Partikeln aus Büffelmilch. 
Auch der Verlauf der ovinen Micellen zeigt, dass sich aus den Trübungsindexkurven keine 
direkten Rückschlüsse auf die tatsächlich aufgenommene Lysozym-Menge schließen lassen. 
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vergleichbaren Bereich. Dies verdeutlicht wiederum die Ähnlichkeit der Kamelmicellen mit 
denen der Nicht-Wiederkäuer. Bei den meisten Tierarten wurde bei einem HEWL-Zusatz von 
1,0 mg/mL eine Sättigung der Caseinmicellen mit Lysozym erreicht und eine weitere Zugabe 
bewirkte, vermutlich aufgrund der beginnenden Micelldissoziation, bereits einen geringeren 
micellaren Lysozym-Anteil. Im Gegensatz dazu waren die bovinen und humanen Micellen 
auch bei einem Zusatz von 1,5 mg HEWL/mL noch in der Lage weiteres Lysozym 
aufzunehmen und zeichneten sich somit durch eine höhere Lysozymstabilität aus. Allerdings 
betrug die Konzentration des micellaren Lysozyms in den Humanmicellen auch hier nur 
0,54 ± 0,003 mg/mL und liegt somit noch unter der Maximalkonzentration der meisten 
Wiederkäuer. Auffällig ist, dass insbesondere diejenigen Tierarten, die bereits 
natürlicherweise Lysozym in ihrer Milch und den Micellen enthalten (vgl. Kapitel 4.2.2.1), 
eine geringere Aufnahme des HEWL zeigten. Hieraus lässt sich zum einen die Fähigkeit aller 
Caseinmicellen mit Lysozym zu assoziieren ableiten. Zum anderen kann geschlussfolgert 
werden, dass die Micellen nur in der Lage sind, eine bestimmte Lysozym-Menge 
aufzunehmen. Dies scheint dabei unabhängig vom genauen Ursprung des Lysozyms zu sein. 
Da Menschen, andere Säugetiere und Vögel, vor allem Hühner, aber alle den gleichen 
Lysozym-Haupttyp (c-Typ) produzieren (Masschalck & Michiels, 2003), ist davon 
auszugehen, dass sich deren Eigenschaften auch nur minimal unterscheiden. Vermutlich ist 
vor allem die unterschiedliche Proteinzusammensetzung der Caseinmicellen für die 
Aufnahmekapazität von Bedeutung. Da die pH-Werte der Caseinmicellsuspensionen 
zwischen 6,3 und 7,2 liegen, ist das Lysozym mit einem isoelektrischen Punkt von pI = 11 
(Jollès, 1969) in den Suspensionen positiv geladen. Somit kann es mit den negativ geladenen 
Aminosäureresten der Caseine assoziieren. Vermutlich finden die Wechselwirkungen dabei 
bevorzugt mit den Phosphoserinresten statt, da der pKs-Wert zur Deprotonierung der 
Seitenkette für Phosphoserin geringer ist als für Glutamin- und Asparaginsäure und zusätzlich 
mehr negative Ladungen zur Verfügung stehen (Marti, 200 ; Śmie howski, 2010). Wie in 
Kapitel 4.2.2.2 gezeigt werden konnte, weisen die Caseine der Wiederkäuer Kuh, Büffel, 
Schaf und Ziege signifikant höhere Phosphoseringehalte auf als die von Kamel und der 
Nicht-Wiederkäuer. Ursächlich hierfür ist, dass die Micellen der „klassischen“ Wiederkäuer 
mehr αS- als β-Casein enthalten, während die Caseine von Kamel, Stute, Esel und Mensch zu 
über 65 % aus β-Casein zusammengesetzt sind (vgl. Kapitel 4.2.2.1). Dadurch können die 
Caseine von Kuh, Büffel, Schaf und Ziege mehr Lysozym aufnehmen bis eine Sättigung der 
Phosphoserin-Bindungsstellen erreicht wird. De Roos et al. (1998) stellten bei 
Untersuchungen an individuellen Caseinen ebenfalls fest, dass Lysozym sehr stark mit 
αS-Casein und weniger mit β-Casein assoziiert. Mit κ-Casein konnten keine 
Wechselwirkungen festgestellt werden. Anema & de Kruif (2013) beobachteten zudem eine 
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bessere Lysozymaufnahme in große bovine Caseinmicellen mit weniger κ-Casein, da in 
diesen der αS- und β-Casein-Anteil höher ist. Diese Erkenntnis kann jedoch trotz des sehr 
niedrigen κ-Caseingehalts nicht auf die Kamel-, Stuten- und Eselmicellen übertragen werden. 
Möglicherweise wird die Lysozym-Bindung bei den Tierarten durch die deutlich 
abweichenden Eigenschaften des κ-Caseins (vgl. Kapitel 2.3.2.2), verglichen mit dem 
bovinen Protein, behindert. Denkbar wäre beispielsweise, dass es bei den Stutenmicellen 
aufgrund der positiven Nettoladung des κ-Caseins (Uniacke-Lowe et al., 2010) bereits an der 
Micelloberfläche zu elektrostatischen Abstoßungen kommt. Weiterhin kann ein 
Zusammenhang zwischen dem Gehalt an kolloidalem Calciumphosphat (CCP) und der 
Lysozymaufnahmemenge angenommen werden. So fällt auf, dass die Caseinmicellen der 
Tierarten (Stute, Esel) für die ein hoher CCP-Gehalt vermutet wird, weniger HEWL 
aufnehmen konnten als die Micellen der Tierarten (Kuh, Büffel, Schaf, Ziege) mit niedrigeren 
CCP-Konzentrationen (vgl. Kapitel 4.2.2.3). Möglicherweise wird die Zugänglichkeit der 
negativ geladenen Phosphoserinreste für das Lysozym durch die hohen CCP-Gehalte 
zusätzlich erschwert, wodurch ebenfalls eine höhere HEWL-Aufnahme verhindert wird. 
Um Hinweise zum Aufenthaltsort des Lysozyms zu erhalten, wurden die Caseinmicellen der 
verschiedenen Säugetiere hinsichtlich möglicher Größenveränderungen untersucht. Dazu 
wurden die intensitätsgewichteten mittleren hydrodynamischen Durchmesser der 
nicht-beladenen sowie der mit 1 mg HEWL/mL versetzten Micellen ermittelt (Abb. 40). Bei 
dieser Lysozym-Menge wurde bei nahezu allen Micellen der untersuchten Tierarten die 
höchste Beladung erreicht. Die Durchmesser der humanen Caseinmicellen wurden, wie 
bereits in Kapitel 4.2.1.1 diskutiert, über die anzahlgewichtete Verteilung ausgewertet.  
 
 
Abb. 40: Mittlere hydrodynamische Durchmesser (intensitätsgewichtete Größenverteilung, Ausnahme 
Mensch: anzahlgewichtete Größenverteilung) der nativen Caseinmicellen (CM) sowie der mit 
1 mg HEWL/mL versetzten Caseinmicellen; bestimmt mittels DLS 
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Es lässt sich erkennen, dass die mittleren hydrodynamischen Durchmesser bei den 
Wiederkäuermicellen von Kuh, Büffel, Schaf und Ziege durch die Beladung mit Lysozym 
kaum verändert wurden. Die geringen Unterschiede können aufgrund der 
DLS-softwareinternen Einteilung in lediglich verschiedene Größenklassen als 
nicht-signifikant betrachtet werden. Bei den Caseinmicellen aus Nicht-Wiederkäuer- sowie 
aus Kamelmilch ist tendenziell eine leichte Vergrößerung der kolloidalen Partikel zu 
beobachten. Allerdings muss hierbei bemerkt werden, dass die Einteilung der Größenklassen 
bei der DLS-Messung logarithmisch erfolgt, weshalb die Unterschiede zwischen den Klassen 
mit steigenden hydrodynamischen Durchmessern größer werden. Vor allem bei den Kamel-, 
Stuten- und Eselmicellen sorgt somit eine Zuordnung des mittleren Durchmessers in 
benachbarte Größenklassen für eine stärke Streuung der Messwerte.  
Interessanterweise konnte festgestellt werden, dass vor allem bei denjenigen Tierarten, die mit 
verhältnismäßig viel Lysozym beladen werden konnten, keine Änderung der Micellgröße zu 
verzeichnen war. Dies ist insofern erstaunlich, da insbesondere bei den Micellsuspensionen 
von Kuh und Schaf die Trübung infolge des Lysozym-Zusatzes stark zunahm (Abb. 37). Die 
Trübung wird dabei zum einen durch die Absorption und den Brechungsindex der Partikel 
beeinflusst. Zum anderen bewirkt aber auch eine Veränderung der Größe eine Zu- oder 
Abnahme der Trübung. Da Letzteres für die Caseinmicellen der Wiederkäuer ausgeschlossen 
werden kann (Abb. 40), muss der Trübungsanstieg entweder durch eine Änderung der 
Absorption oder des Brechungsindexes hervorgerufen werden. Änderungen des 
Absorptionsverhaltens werden dabei durch Veränderungen im Partikelinneren hervorgerufen. 
Für den Brechungsindex ist hingegen vor allem die Lichtbrechung an der Grenzfläche 
zwischen Partikeloberfläche und dem Lösungsmittel von Bedeutung (Hoppe et al., 1977). 
Messungen der Brechungsindizes zeigten, dass diese bei allen Tierarten nach Zusatz von 
1 mg HEWL/mL im Vergleich zu den Proben ohne Lysozym unverändert blieben (Tab. 40). 
Eine Veränderung der Oberfläche der Caseinmicellen durch das Lysozym kann somit 
ausgeschlossen werden, weshalb ein Eindringen des Proteins in das Micellinnere zu vermuten 
ist. Diese Erkenntnis steht im Einklang mit Untersuchungen von Anema & de Kruif (2013). 
Hierbei konnte gezeigt werden, dass sich bei einer Bindung von Lysozym an bovine 
Caseinmicellen weder der hydrodynamische Durchmesser noch das Zeta-Potential verändert. 
Das Zeta-Potential ist dabei ein Maß für die Oberflächenladung eines Partikels (Hunter, 
1988). Diese würde sich bei der Anlagerung des positiv geladenen Lysozyms an die 
Micelloberfläche ändern. Zusätzlich zeigten Anema & de Kruif (2013), dass das Lysozym 
bevorzugt an αS- und β-Casein bindet und schlussfolgerten daraus ebenfalls eine Assoziation 
des Proteins im Micellinneren. Nach der Sättigung der Bindungsstellen im Inneren, 
vermuteten sie eine Bindung des Lysozyms an κ-Casein, welche ähnlich der Säuerung, einen 
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Kollaps der ‚hairy layer‘ verursacht (Anema & de Kruif, 2013). Diese Überlegungen stehen 
jedoch im Widerspruch zu Studien von de Roos et al. (1998), da sie keine Wechselwirkungen 
zwischen κ-Casein und Lysozym feststellen konnten. 
 
Tab. 40: Brechungsindizes der nativen Caseinmicellen sowie der mit 1 mg HEWL/mL versetzten 
Caseinmicellen; bestimmt mittels Handrefraktometer 
Tierart Brechungsindex 
native Caseinmicellen 
Brechungsindex 
Caseinmicellen mit 1 mg HEWL/mL 
Kuh 1,335 ± 0,000 1,335 ± 0,000 
Büffel 1,335 ± 0,000 1,335 ± 0,000 
Schaf 1,336 ± 0,000 1,336 ± 0,000 
Ziege 1,335 ± 0,000 1,335 ± 0,000 
Kamel 1,334 ± 0,000 1,334 ± 0,000 
Stute 1,336 ± 0,000 1,336 ± 0,000 
Esel 1,334 ± 0,000 1,334 ± 0,000 
Mensch 1,335 ± 0,000 1,335 ± 0,000 
 
Ausgehend von den bisher diskutierten Erkenntnissen kann nachfolgender 
Assoziationsmechanismus vermutet werden. Wie bereits erwähnt, sollte die Bindung des 
positiv geladenen Lysozyms bevorzugt an die stark negativ geladenen Phosphoserinreste der 
Caseine erfolgen. Diese dienen jedoch gleichzeitig im Zusammenhang mit kolloidalem 
Calciumphosphat oder Ca-Brücken der Verknüpfung der Caseinmonomere zu Micellen. Es 
kann daher angenommen werden, dass es infolge der Lysozym-Bindung zu einer 
Verdrängung des CCPs sowie anderer micellarer Calciumverbindungen kommt. Bei niedrigen 
Lysozym-Konzentrationen sind noch genügend CCP-Bindungsstellen vorhanden, um die 
Micellstabilität zu gewährleisten. Wird die Konzentration jedoch weiter erhöht, kann das CCP 
nicht mehr mit den Phosphoserinresten wechselwirken und wird freigesetzt. Dadurch erfolgt 
wiederum zunächst eine Destabilisierung des micellaren Netzwerks und eine vermehrte 
Diffusion von Caseinmonomeren. Dies zeigte sich in den Untersuchungen durch eine 
Abnahme der micellaren Lysozym-Gehalte. Sind schließlich alle Bindungsstellen besetzt, 
geht die elektrostatische Abstoßung zwischen den Caseinen verloren, in deren Folge die 
Proteine präzipitieren. Somit ist weniger eine Micellpräzipitation, ähnlich der Säuerung, wie 
von Anema & de Kruif (2013) vorgeschlagen, anzunehmen, sondern vielmehr eine 
Präzipitation der dissoziierten Caseinmonomer-Lysozym-Assoziate. 
Infolge der Freisetzung des CCPs sollte es zu einem Anstieg des extra-micellaren Calciums 
(vgl. Abb. 19c) und einer gleichzeitigen Abnahme des micellaren Calciums (vgl. Abb. 30a) 
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kommen. Um dies zu überprüfen wurden die nach Ultrazentrifugation erhaltenen Überstände 
bezüglich des Calciumgehalts mit Hilfe der potentiometrischen Calciumtitration 
(vgl. Kapitel 3.8.3.2) analysiert. Allerdings war die Empfindlichkeit der Methode zu gering, 
so dass das enthaltene Calcium nicht nachgewiesen werden konnte. Sensitivere Verfahren, 
wie ICP-OES, könnten hierfür aussagekräftigere Ergebnisse liefern.   
Aufgrund des höheren Calcium- und Phosphatgehalts in den Caseinmicellen von Stute und 
Esel wurde angenommen, dass diese Tiere mehr CCP in den Micellen enthalten und deshalb 
stabiler gegenüber einem Calciumentzug sind (vgl. Kapitel 4.2.4). Somit könnte prinzipiell 
durch das Lysozym auch mehr CCP verdrängt werden. Durch die deutlich geringere Anzahl 
an Phosphoserinbindungsstellen in den Partikeln, kann der Zusammenhalt jedoch trotz der 
größeren CCP-Menge nicht mehr gesichert werden. Infolgedessen sind die Caseinmicellen 
zum einen instabiler und können zum anderen geringere Mengen an Lysozym aufnehmen. 
Auch die humanen Caseine enthalten nur wenig Phosphoserin, was die geringe 
Aufnahmekonzentration begründet. Da die Micellen ebenfalls nur sehr geringe Calcium- und 
Phosphorgehalte aufwiesen, wurde angenommen, dass der Zusammenhalt der 
Caseinmonomere hier vorrangig über hydrophobe Wechselwirkungen erfolgt (vgl. 
Kapitel 4.2.4), die durch die Lysozymbindung weniger stark beeinflusst werden. 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass es möglich war, die Caseinmicellen aller 
Tierarten mit Hühnereiweißlysozym zu beladen. Zwischen den Tierarten konnten jedoch 
sowohl Unterschiede hinsichtlich der Stabilität als auch der Kapazität festgestellt werden, die 
sich auf die Zusammensetzung der Micellen zurückführen lassen. Die Caseinmicellen aus 
Wiederkäuer- sowie aus Humanmilch konnten dabei als stabiler gegenüber einer Assoziation 
mit Lysozym beschrieben werden. Während die humanen Micellen bei einem HEWL-Zusatz 
von 1,0 mg HEWL/mL mit 0,4 mg/mL jedoch nur relativ wenig micellar vorliegendes HEWL 
aufwiesen, konnten die Micellen der Wiederkäuer mit 0,5 - 0,7 mg/mL mehr Lysozym an die 
Caseinmicellen binden. Untersuchungen zeigten weiterhin, dass sich die Micellgrößen infolge 
der Lysozym-Anreicherung nicht signifikant veränderten und die Bindung des Proteins somit 
im Inneren der kolloidalen Partikel erfolgen muss. 
Neben einer unterschiedlichen HEWL-Aufnahmeeffizienz könnte auch die antimikrobielle 
Wirksamkeit des Lysozyms durch die tierartspezifische Zusammensetzung der micellaren 
Partikel beeinflusst werden. Dies ist insbesondere im Hinblick auf perspektivische 
Anwendungen von Interesse und soll im nachfolgenden Kapitel näher diskutiert werden.  
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4.3.2 Antibakterielle Wirksamkeit Lysozym-angereicherter Caseinmicellen 
4.3.2.1 Lytische Lysozym-Aktivität in vitro 
Für eine orientierende Beurteilung der antibakteriellen Wirksamkeit der Lysozym-haltigen 
Caseinmicellen verschiedener Säugetiere wurde zunächst die lytische Enzymaktivität des 
Lysozyms in vitro ermittelt. Als Untersuchungsproben wurden hierfür die mit 
1,0 mg HEWL/mL versetzten Caseinmicellsuspensionen verwendet. Diese wurden zur 
Abtrennung des nichtgebundenen Lysozyms ultrazentrifugiert und das erhaltene Micellpellet 
anschließend in so viel tierartspezifischem SMUF resuspendiert, dass sich in allen Proben 
eine einheitliche Endkonzentration von 1,0 mg HEWL/mL ergab. Vergleichsproben ohne 
Lysozymzusatz wurden jeweils im gleichen Volumen SMUF aufgenommen. Die so 
hergestellten Suspensionen wurden sowohl für den in vitro-Assay als auch für den in Kapitel 
4.3.2.2 aufgeführten mikrobiologischen Test verwendet. Um zu überprüfen, ob bereits die 
nativen Caseinmicellen eine Beeinflussung der antibakteriellen Aktivität zeigen, wurden diese 
in gleicher Weise behandelt. 
Die lytische Enzymaktivität des Lysozyms beruht auf der Spaltung der β-1,4-glykosidischen 
Verknüpfungen von Zuckerresten in der Zellwand gram-positiver Bakterien (Jollès, 1969). 
Diese wurde in vitro mit Hilfe des in Kapitel 3.8.11 erläuterten Trübungstests mit einer 
Suspension aus lyophilisierten Micrococcus lysedeikticus-Zellen untersucht. Aufgrund des 
Lysozym-bedingten Zellwandabbaus reduziert sich die Trübung der Suspension in 
Abhängigkeit der Lysozym-Aktivität unterschiedlich stark. Zur Bestimmung der Aktivität 
müssen die einzelnen Proben dabei so verdünnt werden, dass die Absorption im betrachteten 
Zeitraum eine lineare Abnahme zeigt.  
Die Ergebnisse des in vitro-Trübungsassays wurden im Rahmen der wissenschaftlichen 
Abschlussarbeit von Claudia Eckoldt (Eckoldt, 2016) erhalten und sind in Abb. 41 
zusammengefasst. Es kann zunächst festgestellt werden, dass die nativen Caseinmicellen der 
Wiederkäuer nur minimale Lysozym-Aktivitäten zeigen. Im Vergleich dazu konnten für die 
Micellen von Stute, Esel und Mensch höhere lytische Aktivitäten bestimmt werden, die auf 
das natürliche Lysozym-Vorkommen in den kolloidalen Partikeln dieser Tierarten 
zurückgeführt werden können (vgl. Kapitel 4.2.2.1). Die mit HEWL beladenen Micellen 
zeigten für alle untersuchten Tierarten eine deutliche Steigerung der lytischen Aktivität. 
Hieraus lässt sich schlussfolgern, dass das Lysozym bei einer Assoziation an die 
Caseinmicellen lytisch aktiv bleibt. 
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Abb. 41: Bestimmung der lytischen Enzymaktivität des Lysozyms in vitro in nativen Caseinmicellen 
(CM), in Caseinmicellen und bovinem, nicht-micellarem Natrium-Caseinat (NaCas), die 
1 mg HEWL/mL enthielten sowie in SMUF mit der gleichen Lysozym-Konzentration; ermittelt 
mittels Trübungsmessung einer Suspension aus Micrococcus lysedeikticus-Zellen bei 450 nm 
 
Für die Micellsuspensionen von Kuh, Schaf, Ziege, Esel und Mensch zeigte das micellar 
gebundene Lysozym dabei ähnliche Aktivitäten wie das im jeweiligen tierartspezifischen 
SMUF frei vorliegende HEWL. Das aktive Zentrum des Enzyms ist somit nicht an der 
Bindung beteiligt. Diese Erkenntnis stimmt mit Untersuchungen von de Roos et al. (1998) 
überein, die ebenfalls keine Beeinflussung der Aktivität infolge der Caseinassoziation 
beobachten konnten. Die Enzymaktivität der mit HEWL beladenen Micellen von Büffel, 
Kamel und Stute war hingegen zirka 40 % geringer als im SMUF. Allgemein unterschieden 
sich die spezifischen enzymatischen Lysozym-Aktivitäten mit durchschnittlich 24000 U/mg 
HEWL in den tierspezifischen SMUFs nur wenig. Einzig die spezifische Aktivität im Kamel-
SMUF wurde mit 27500 U/mg etwas höher bestimmt. Die spezifische Aktivität kann dabei 
aufgrund der verwendeten Lysozym-Konzentration von 1 mg/mL mit der Aktivität in Abb. 41 
gleichgesetzt werden. Ursächlich für die erhöhte spezifische Aktivität  könnten die höheren 
Natrium- und Kaliumgehalte im Kamel-SMUF sein. Besonders Natrium-Konzentrationen 
zwischen 25 und 120 mM wirken sich positiv auf die Aktivität aus (Smolelis & Hartsell, 
1952). Diese Natriummengen werden nur im Natrium-reichen Kamel-SMUF erreicht. Die 
aktivitätsfördernden Eigenschaften des SMUFs scheinen jedoch von den Caseinmicellen 
kompensiert zu werden. Möglicherweise wird das Lysozym teilweise so in der Struktur der 
Micellen fixiert, dass das aktive Zentrum keinen Zugang zu den M. lysedeikticus-Zellen hat. 
Aufgrund der sehr ähnlichen Oberflächenstruktur der Kamel- und Stutenmicellen (Abb. 24) 
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kann zudem vermutet werden, dass auch bei den Micellen aus Stutenmilch strukturelle 
Eigenschaften die verringerte lytische Aktivtät bedingen. Bei den Büffel-Micellen könnte 
eventuell der, verglichen mit den anderen Wiederkäuern, hohe micellare Calcium-Gehalt 
(Abb. 30) zu einer Aktivitätsminderung beitragen, da sich hohe Konzentrationen an 
zweiwertigen Kationen negativ auf die Aktivität auswirken (Smolelis & Hartsell, 1952; 
Davies et al., 1969).  
Zusätzlich zu den Caseinmicellen wurde nicht-micellares Natrium-Caseinat (NaCas) 
untersucht, welches aus Kuhmilch entsprechend Kapitel 3.2.5 gewonnen wurde. Während 
ohne Lysozym-Zusatz keine lytische Enzymaktivität bestimmt werden konnte, lag die 
Aktivität in Anwesenheit von 1,0 mg HEWL/mL genauso hoch wie bei einer Bindung an die 
bovinen micellaren Caseine. Zumindest für die Caseine aus Kuhmilch kann somit ausgesagt 
werden, dass die Lysozym-Aktivität unabhängig davon ist, ob das Lysozym frei vorliegt, sich 
in Gegenwart nicht-micellarer Caseine befindet oder in den Caseinmicellen assoziiert ist.  
 
 
4.3.2.2 Orientierende Untersuchungen zur antibakteriellen Aktivität in Bakterien 
 Auswahl des Leitkeims 
 
Zur Beurteilung der antibakteriellen Aktivität der mit Lysozym beladenen Caseinmicellen in 
lebenden Bakterien, war es zunächst notwendig ein geeignetes Testbakterium zu 
identifizieren, welches möglichst sensitiv auf Lysozym reagiert. 
Die Auswahl des Leitkeims erfolgte mit Hilfe des Plattendiffusionstests (Kapitel 3.9.2) unter 
Verwendung der gram-positiven Bakterien Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, 
Lactobacillus lactis sowie des gram-negativen Bakteriums Escherichia coli. Dazu wurden 
feste Nährvollmedien verwendet, die jeweils die unterschiedlichen Mikroorganismen in fein 
suspendierter Form enthielten. Die Testsubstanz wurde über getränkte Filterpapierplättchen 
auf die Agarplatten aufgebracht und diffundierte so in das Nährmedium. Die durch die 
Testsubstanz hervorgerufene Wachstumshemmung der jeweiligen Bakterien konnte nach der 
Inkubation über den Durchmesser des entstandenen Hemmhofs qualitativ beurteilt werden. 
Lösungen aus HEWL in bovinem SMUF wurden in den Konzentrationen 10 und 0,6 mg/mL 
für den Test eingesetzt, wobei die hohe Konzentration gewählt wurde, um eine sichtbare 
Hemmung zu gewährleisten. Die niedrige Konzentration sollte Hinweise für eine Wirkung im 
relevanten Konzentrationsbereich der Beladungsversuche liefern. 
In Abb. 42 sind die erhaltenen Ergebnisse der Plattendiffusionstests dargestellt.  
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Abb. 42: Plattendiffusionstests zur Auswahl eines Lysozym-sensitiven Leitkeims nach Inkubation 
über Nacht, a) Micrococcus luteus, b) Bacillus subtilis, c) Lactobacillus lactis und d) Escherichia coli 
mit jeweils 1) 10 mg HEWL/mL und 2) 0,6 mg HEWL/mL 
 
 
Aufgrund des gut ausgebildeten Hemmhofs lässt sich erkennen, dass das 
Hühnereiweißlysozym gegenüber M. luteus in beiden Konzentrationen eine sehr gute 
Hemmungwirkung zeigte (Abb. 42a). Auch gegenüber B. subtilis konnte eine Hemmung 
beobachtet werden (Abb. 42b). Wie der relativ kleine Hemmhof bei den 
10 mg HEWL/mL-Proben jedoch zeigt, ist die Wirkung im Vergleich zu M. luteus deutlich 
schwächer ausgeprägt. Die 0,6 mg/mL Ansätze lassen zunächst keine Wachstumshemmung 
vermuten. Allerdings konnte zumindest unter den Filterpapierplättchen kein 
B. subtilis-Wachstum beobachtet werden, weshalb auch bei der für die Experimente 
relevanten Konzentration eine leichte antibakterielle Wirksamkeit zu verzeichnen war. 
Gegenüber L. lactis (Abb. 42c) und E. coli (Abb. 42d) zeigten die HEWL-Lösungen keine 
Wirkungen. Für E. coli entsprach dieses Ergebnis den Erwartungen, da Lysozym nicht in der 
Lage ist, die äußere Membran gram-negativer Bakterien aus Phospholipiden und 
Lipopolysacchariden zu durchdringen. Das Mitführen dieses Mikroorganismus diente daher 
als Negativkontrolle für das verwendete HEWL, um eventuelle Nebenaktivitäten 
auszuschließen. Untersuchungen mit reinen SMUF-Lösungen zeigten keine Hemmung der 
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getesteten Bakterienstämme, sodass die antibakterielle Aktivität gegenüber M. luteus und 
B. subtilis eindeutig auf das Lysozym zurückgeführt werden konnte. Anhand der zu 
beobachteten Hemmhofgröße wäre die Wahl des M. luteus als Leitkeim für die weiteren 
Versuche naheliegend gewesen. Wie sich allerdings in Abb. 42a erkennen lässt, zeigte das 
Bakterium allgemein ein schlechteres Wachstum als die anderen Mikroorganismen. Aus 
diesem Grund wurde B. subtilis als Leitkeim ausgewählt. B. subtilis ist ein gram-positives, 
stäbchenförmiges Bakterium und bildet Endosporen. Die Bakterien kommen in der Umwelt 
ubiquitär vor und können über Kontaminationen mit Erdboden, fäkalen Verunreinigungen 
oder Schmutzwasser in Lebensmittel gelangen (Neumeister et al., 2009). 
 
 
 Mikrobiologischer Aktivitätsassay 
Für die Beurteilung der antibakteriellen Aktivität in Mikroorganismen wurde im Rahmen der 
wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Claudia Eckoldt (Eckoldt, 2016) der in Kapitel 3.9.3 
beschriebene Mikrotiterplattenassay entwickelt. Das Arbeiten in einer Flüssigkultur bietet im 
Vergleich zum Plattendiffusionstest den Vorteil, dass die Wirksamkeit der zu untersuchenden 
Substanzen unabhängig von deren Diffusionseigenschaften ist. Zudem können durch eine 
kontinuierliche, photometrische Messung der optischen Dichte (OD) Aussagen über das 
Bakterienwachstum sowie die Kinetik der Inhibierung getroffen werden. Die optische Dichte 
bzw. die Trübung der Suspension ist abhängig von der Menge an vitalen Bakterien und dient 
somit als Maß für deren Vermehrung. Für die Untersuchungen wurden die Proben, die bereits 
zur Bestimmung der in vitro-Aktivität verwendet wurden, jeweils zum einen in B. subtilis-
haltiges Nährmedium sowie in das gleiche Nährmedium ohne Bakterien gegeben. Dies erwies 
sich als notwendig, da insbesondere die Micellsuspensionen bereits selbst eine hohe optische 
Dichte zeigten. Durch Subtraktion der Absorptionswerte konnte somit die Eigenabsorption 
der Micellen korrigiert werden. 
In Abb. 43 sind die Wachstumskurven von B. subtilis dargestellt. Die Zugabe der 
Testsubstanzen erfolgte jeweils nach 1-stündiger Inkubation bei 37 °C, in der die 
Bakterienkultur aus der Anlaufphase (lag-Phase) in die exponentielle Wachstumsphase 
(log-Phase) übergegangen ist. In der lag-Phase erfolgt dabei eine Anpassung an die 
Umgebung und die Bakterien bilden Enzyme und Transportsysteme aus, die eine Verwertung 
der vorhandenen Nährstoffe ermöglichen (Cypionka, 1999).  
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Abb. 43: Wachstumskurven von B. subtilis in LB-Vollmedium, inkubiert mit a) bovinem, 
nicht-micellarem Natrium-Caseinat (NaCas), NaCas mit 1 mg HEWL/mL und bovinem SMUF mit 
1 mg HEWL/mL sowie nativen Caseinmicellen (CM), CM mit 1 mg/mL HEWL und tierspezifischen 
SMUF mit 1 mg HEWL/mL von b) Kuh, c) Büffel, d) Schaf, e) Ziege, f) Kamel, g) Stute, h) Esel und 
i) Mensch; bestimmt durch Messung der optischen Dichte (OD) bei 600 nm über 16 h bei 37 °C 
 
 
 
Für die nativen Caseinmicellen als Testsubstanz lässt sich erkennen, dass die Bakterien in den 
meisten Fällen optimale Wachstumskurven einer statischen Kultur zeigten. Nach der Zugabe 
der Micellsuspensionen setzte die B. subtilis-Kultur ihr exponentielles Wachstum zunächst 
ungehindert fort und ging schließlich in die stationäre Phase über. In dieser Phase nähert sich 
das System seinen Kapazitätsgrenzen bezüglich Raum- und Nährstoffangebot oder es werden 
hemmende Stoffwechselprodukte angehäuft. Dadurch besteht ein dynamisches Gleichgewicht 
zwischen Zellteilung und Zelltod, weshalb die Zellzahl konstant bleibt. Bei einigen 
Micellproben konnte schließlich auch der Übergang in die Absterbephase beobachtet werden, 
in der die Energiequelle aufgebraucht ist oder toxische Stoffwechselprodukte zum Absterben 
der Bakterien führen (Cypionka, 1999). Aus den optimalen Wachstumskurven lässt sich 
0 2 4 6 8 10 12 14 16
0,4
0,8
1,2
1,6
0
BüffelKuh
e
a cb
O
D
 b
ei
 6
0
0
 n
m
Inkubationszeit bei 37 °C [h]
 CM      CM mit 1 mg HEWL/mL      SMUF mit 1 mg HEWL/mL
NaCas
0 2 4 6 8 10 12 14 16
0,4
0,8
1,2
1,6
0
ZiegeSchaf
O
D
 b
ei
 6
0
0
 n
m
Inkubationszeit bei 37 °C [h]
0 2 4 6 8 10 12 14 16
0,4
0,8
1,2
1,6
0
O
D
 b
ei
 6
0
0
 n
m
Inkubationszeit bei 37 °C [h]
0 2 4 6 8 10 12 14 16
0,4
0,8
1,2
1,6
0
Stute
f
O
D
 b
ei
 6
0
0
 n
m
Inkubationszeit bei 37 °C [h]
0 2 4 6 8 10 12 14 16
0,4
0,8
1,2
1,6
0
Kamel
d
O
D
 b
ei
 6
0
0
 n
m
Inkubationszeit bei 37 °C [h]
0 2 4 6 8 10 12 14 16
0,4
0,8
1,2
1,6
0
O
D
 b
ei
 6
0
0
 n
m
Inkubationszeit bei 37 °C [h]
0 2 4 6 8 10 12 14 16
0,4
0,8
1,2
1,6
0
ihg
O
D
 b
ei
 6
0
0
 n
m
Inkubationszeit bei 37 °C [h]
0 2 4 6 8 10 12 14 16
0,4
0,8
1,2
1,6
0
Esel
O
D
 b
ei
 6
0
0
 n
m
Inkubationszeit bei 37 °C [h]
0 2 4 6 8 10 12 14 16
0,4
0,8
1,2
1,6
0
Mensch
O
D
 b
ei
 6
0
0
 n
m
Inkubationszeit bei 37 °C [h]
4 Ergebnisse und Diskussion 
170 
 
schlussfolgern, dass die natürlicherweise in den Micellen enthaltenen antibakteriellen 
Substanzen keine Hemmung der verwendeten Bakterien bewirken. 
Im Gegensatz zu den nativen Caseinmicellen konnte sowohl für die mit Lysozym beladenen 
Micellen als auch für den jeweiligen SMUF mit Lysozym eine Hemmung des 
Bakterienwachstums erkannt werden. SMUF ohne HEWL-Zusatz zeigte dabei ein normales 
Wachstum. Prinzipiell wirkt Lysozym aufgrund seiner lytischen Eigenschaften bakterizid, das 
heißt, die Bakterien werden durch die Schädigung der Zellwand abgetötet. Es lässt sich jedoch 
erkennen, dass die Bakterienkultur nach einer zwischen den Micellen der jeweiligen Tierarten 
unterschiedlich ausgeprägten lag-Phase wieder in ein exponentielles Wachstum übergeht. Die 
mit Lysozym angereicherten Proben zeigen somit eine reversible Hemmung des B. subtilis-
Wachstums und wirken als bakteriostatische Antibiotika. Allgemein ist die baktieriostatische 
oder bakterizide Wirkung eines Stoffes stark von der Konzentration abhängig. So können 
Bakteriostatika in hohen Konzentrationen bakterizid und Bakterizide in niedrigen 
Konzentrationen bakteriostatisch wirken (Stille et al., 2005). Da die Lysozym-Menge nicht 
ausreichte, um alle Bakterien abzutöten, könnten die verbliebenen Bakterien im Laufe der 
Zeit eventuell Anpassungsmechanismen entwickelt haben, die ihnen beispielsweise eine 
Verwertung des Lysozyms ermöglichten. 
 
Bei einem Vergleich der verschiedenen Tierarten zwischen in SMUF frei vorliegendem 
Lysozym und in den Caseinmicellen gebundenem Lysozym konnte für Büffel und Ziege 
(Abb. 43c und e) eine identische Wachstumsverzögerung beobachtet werden. Die bovinen 
und humanen Lysozym-Micellsuspensionen (Abb. 43b und i) zeichneten sich hingegen durch 
eine leichte Verschlechterung der Hemmwirkung aus. Insbesondere für die bovine Probe 
scheint dies auf die micellare Anordnung der Caseine zurückzuführen sein. So bewirkte der 
mit Lysozym versetzte Ansatz mit bovinem, nicht-micellarem Natrium-Caseinat (Abb. 43a) 
die gleiche B. subtilis-Hemmung wie das freie HEWL in SMUF. Diese Erkenntnis steht im 
Widerspruch zu den Ergebnissen des in vitro-Trübungsassays (vgl. Abb. 41). Allerdings muss 
hierbei beachtet werden, dass der Trübungstest mit lyophilisierten Zellen durchgeführt wurde, 
wohingegen der mikrobiologische Test mit lebenden Organismen erfolgte. Neben der 
lytischen Aktivität des Lysozyms werden auch physikalische Wechselwirkungen mit 
Bakterien diskutiert, die zu einer Hemmung führen (Masschalck & Michiels, 2003). Diese 
können bei dem in vitro-Test jedoch nicht zum Tragen kommen. Zusätzlich wurden für die 
Untersuchungen verschiedene Bakterienspezies verwendet, die beispielsweise auch 
unterschiedlich auf die Oberfläche der Caseinmicellen reagieren können. Eine deutliche 
Inhibierung der Hemmleistung wurde für die HEWL-beladenen Caseinmicellen aus 
Kamelmilch, verglichen mit dem freien HEWL, beobachtet, weshalb die Ergebnisse des in 
vitro-Tests hier bestätigt werden können. Möglicherweise sorgt die Struktur der Micellen aus 
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Kamelmilch dafür, dass bei diesen eine Bindung des Lysozyms in der Nähe des aktiven 
Zentrums erfolgte, wodurch die Wirkung herabgesetzt wurde. Denkbar ist zudem eine 
Konformationsänderung des Lysozyms, in deren Folge die Zugänglichkeit des aktiven 
Zentrums erschwert wird. Wie auch die Kamel-Micellen zeigten die equinen kolloidalen 
Partikel mit HEWL-Zusatz in vitro eine um 40 % verringerte lytische Enzymaktivität. Im 
mikrobiologischen Test bewirkten diese Micellen (Abb. 43g) hingegen eine deutlich stärkere 
Wachstumshemmung der B. subtilis-Kultur als das freie HEWL. Ein ähnlicher Hemmverlauf 
konnte in Abb. 43h auch für die Lysozym-haltigen Caseinmicellen aus Eselmilch beobachtet 
werden. Bei beiden Micelltypen kam es nach zirka 10 h Inkubation zu einem leichten Anstieg 
der OD und somit zur Aufhebung der bakteriostatischen Wirkung des zugesetzten Lysozyms. 
Anschließend ging die Kultur jedoch nicht in die exponentielle Phase über, sondern wurde 
erneut in ihrem Wachstum gehemmt. Denkbar wäre, dass eventuell von den Bakterien 
gebildete Stoffwechselprodukte oder infolge der Bakterienlyse freigesetzte Substanzen zu 
einer Dissoziation der micellaren Partikel führten. Dadurch könnten weitere antibakteriell 
wirksame Substanzen, wie zum Beispiel das in den Micellen von Stute und Esel natürlich 
vorkommende Lysozym, freigesetzt werden und wiederum eine Wachstumsverzögerung 
auslösen. In den nativen Caseinmicellen aus Stutenmilch scheinen diese Verbindungen 
hingegen nur einen geringen Zugang zu den Bakterienzellen zu haben, da das Wachstum nur 
minimal verzögert war. Auch die Eselmicellen folgten bereits nach einer dreistündigen 
Wachstumsverzögerung einer optimalen Wachstumskurve, sodass die natürlicherweise 
enthaltenen, antimikrobiellen Substanzen ihre potenzielle Wirkung ebenso nicht vollständig 
entfaltet zu haben scheinen. Wie auch die beladenen micellaren Partikel von Stute und Esel, 
zeigte die Bindung des Lysozyms an die ovinen Caseinmicellen, verglichen mit dem freien 
HEWL, einen synergistischen Effekt auf die antibakterielle Wirksamkeit gegenüber B. subtilis 
(Abb. 43d). Die Messung der lytischen Enzymaktivität in vitro gibt somit auch hier nur einen 
Hinweis auf das Verhalten in einer Bakterienkultur. 
Allgemein ist anzunehmen, dass die antibakterielle Wirksamkeit der beladenen 
Caseinmicellen auch von der Freisetzbarkeit des HEWL aus den jeweiligen Micellen 
abhängig ist. Die Caseinmicellen der Nicht-Wiederkäuer weisen geringere Gehalte an negativ 
geladenen Phosphoserinresten und gleichzeitig höhere Konzentrationen an Calcium und 
anorganischem Phosphor auf als die der Wiederkäuer (vgl. Abb. 29 und Abb. 30). Die 
stärkere Konkurrenz um die Phosphoserinbindungsstellen könnte zu einer schwächeren 
Bindung des HEWL an die Caseine aus der Milch von Stute und Esel führen und dadurch die 
Freisetzbarkeit fördern. Zusätzlich könnte auch die Oberflächenladung der Caseinmicellen 
einen Einfluss auf die antibakterielle Wirkung haben. Aufgrund der positiven Nettoladung des 
κ-Caseins aus Stutenmilch (Uniacke-Lowe et al., 2010) ist davon auszugehen, dass auch die 
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Caseinmicellen eine leicht positive Micelloberfläche aufweisen. Zwischen den negativ 
geladenen Oberflächen der B. subtilis-Zellwände (Sonnenfeld et al., 1985) und den Micellen 
könnten somit elektrostatische Anziehungskräfte wirken, infolgedessen sich die 
Bakterienzellen und die Caseinmicellen räumlich näher sind. Da sich Stuten- und Eselmilch in 
ihren Eigenschaften sehr ähnlich sind, kann für die Caseinmicellen aus Eselmilch ähnliches 
vermutet werden. Die Caseinmicellen der Wiederkäuer sind nach außen hingegen negativ 
geladen, sodass bei diesen eine solche Anziehung nicht anzunehmen ist. Erste Hinweise zur 
Bestätigung dieser Vermutung lieferten mikroskopische Aufnahmen mit Phasenkontrast von 
B. subtilis-Zellen, welche mit den Caseinmicellen aus Kuh- bzw. Eselmilch inkubiert wurden 
(Abb. 44). In Abb. 44b lässt sich um die stäbchenförmigen Bakterienzellen ein leichter Saum 
erkennen. Dieser war weder bei den B. subtilis-Zellen, die mit reinem Esel-SMUF inkubiert 
wurden, noch nach Inkubation mit den bovinen Caseinmicellen (Abb. 44a) vorhanden. Dies 
deutet auf eine Anlagerung der Micellen aus Eselmilch an die Bakterien hin und könnte eine 
Ursache für die stärkere antibakterielle Wirkung der mit HEWL beladenen Caseinmicellen 
sein. Entsprechend den Beobachtungen von Masschalck et al. (2002) ist es denkbar, dass es 
durch die Anlagerung der Caseinmicellen zu Interaktionen mit den anionischen Teichon- und 
Lipoteichonsäuremolekülen in der Bakterienzellwand kommt, wodurch zellwandeigenes 
Autolysin aktiviert und damit die Autolyse der Bakterien gefördert wird.  
 
 
Abb. 44: Mikroskopische Aufnahmen von B. subtilis-Zellen inkubiert mit Caseinmicellen aus 
a) Kuhmilch und b) Eselmilch für 10 min bei 37 °C; Aufnahmen nach Auftropfen der Bakterien-
suspensionen auf Agarpads in 100-facher Vergrößerung mit Phasenkontrast 
 
Zur Einschätzung des antibakteriellen Potentials des Lysozyms wurde die B. subtilis-Kultur 
als Positivkontrolle mit Nisin in bovinem SMUF versetzt. Nisin ist ein von Lactococcus lactis 
produziertes antibiotisches Peptid aus der Gruppe der lanthioninhaltigen Antibiotika, den 
sogenannten Lantibiotika. Als Typ A-Lantibiotika beruht die antibakterielle Wirkung des 
3,3 kDa großen Peptids auf der Depolarisierung der Zytoplasmamembran. Im Gegensatz zu 
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den globulären Typ B-Lantibiotika sind die Substanzen des Typs A lang gestreckt und weisen 
einen stark kationischen Charakter auf (Jung, 1991). Abb. 45 zeigt die Struktur des Nisin A. 
 
 
Abb. 45: Struktur des Nisin A in Anlehnung an Gross & Morell (1971); Abu: α-Aminobuttersäure, 
Dha: Dehydroalanin, Dhb: Dehydrobutyrin, Ala-S-Ala: Lanthionin, Abu-S-Ala: Methyllanthionin 
 
Nisin wirkt vor allem gegen gram-positive Bakterien. Gegenüber gram-negativen Bakterien 
ist es, analog dem Lysozym, nur bei einer Schädigung der äußeren Zellmembran wirksam 
(Sahl et al., 1995). Der Wirkmechanismus beruht auf unspezifischen Interaktionen mit der 
Zellmembran der Bakterien. Die Anlagerung des Nisins an die Lipide der bakteriellen 
Lipopolysaccharidschicht bewirkt eine Depolarisation der Membran und die Öffnung 
wassergefüllter Poren für mehrere Sekunden. In der Folge kommt es zur Freisetzung 
essentieller Substanzen aus dem Cytoplasma. Durch den Zusammenbruch des 
Membranpotentials werden zudem sämtliche Biosyntheseprozesse eingestellt (Jung & Sahl, 
1991). 
Kommerziell wird Nisin hauptsächlich als Konservierungsmittel für Lebensmittel eingesetzt 
und ist beispielsweise in der EU für gereiften Käse und Käseprodukte bis 12,5 mg/kg 
zugelassen (VO (EG) 1333/2008, 2010). 
In der vorliegenden Arbeit wurde die antibakterielle Wirksamkeit des Nisins mit Hilfe des 
bereits für die Lysozymproben angewandten Mikrotiterplattentests untersucht. Dazu wurden 
die B. subtilis-Suspensionen mit Nisinlösungen in bovinem SMUF im Konzentrationsbereich 
von 0,1 bis 254 µg Nisin/mL versetzt. Ein Bakterienwachstum konnte dabei erst unterhalb 
einer Konzentration von 32 µg Nisin/mL beobachtet werden. In Abb. 46 ist die 
Wachstumskurve für 16 µg Nisin/mL im Vergleich zur 1000 µg HEWL/mL-Probe in 
bovinem SMUF dargestellt. Wie sich erkennen lässt, wies die Probe mit 16 µg Nisin/mL eine 
vergleichbare Wachstumsverzögerung wie die Probe mit 1000 µg HEWL/mL auf. Bezogen 
auf die Stoffmengen mit 5 nmol Nisin/mL und 70 nmol HEWL/mL ist die Wirksamkeit des 
Nisins in der untersuchten Probe nur 14-mal stärker als die des HEWL. Somit zeigte das 
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HEWL eine für den Lebensmittelbereich relevante Hemmwirkung. Da die antibakterielle 
Wirkung des HEWL in den weiteren untersuchten SMUF- und Caseinmicellproben teilweise 
stärker war als im bovinen SMUF (vgl. Abb. 43), könnte eventuell eine noch ähnlichere 
Wachstumshemmung der HEWL- und Nisin-Proben beobachtet werden. 
 
 
Abb. 46: Wachstumskurven von B. subtilis in LB-Vollmedium, inkubiert mit bovinem SMUF mit 
16 µg Nisin/mL sowie mit bovinem SMUF mit 1000 µg HEWL/mL; bestimmt durch Messung der 
optischen Dichte (OD) bei 600 nm über 16 h bei 37 °C 
 
 
Zusammenfassend betrachtet konnte gezeigt werden, dass eine Beladung der Caseinmicellen 
aller untersuchten Säugetiere mit Lysozym zu einer Verbesserung der antibakteriellen 
Wirksamkeit der kolloidalen Partikel beiträgt. Je nach Tierart konnte sogar eine Verbesserung 
der Aktivität gegenüber B. subtilis im Vergleich zu freiem HEWL erreicht werden. Die 
Wirksamkeit der eingesetzten Lysozym-Konzentration in bovinem SMUF war, verglichen mit 
dem kommerziellen Konservierungsmittel Nisin, schwächer, lag jedoch in einer ähnlichen 
Größenordnung.  
 
4.3.3 Fazit 
Anhand der durchgeführten Studien lässt sich feststellen, dass eine Beladung der 
Caseinmicellen verschiedener Säugetiere mit Hühnereiweißlysozym möglich ist. Die 
Effektivität der Beladung sowie die Stabilität der kollidalen Partikel gegenüber HEWL sind 
jedoch von der Tierart abhängig und werden maßgeblich von der Zusammensetzung der 
Micellen beeinflusst. Allgemein konnten Caseinmicellen mit hohen Phosphoseringehalten 
mehr Lysozym aufnehmen und wiesen auch höhere Stabilitäten auf. Für die meisten Tierarten 
zeigte die micellare Assoziation des Proteins keine Veränderung der lytischen Enzymaktivität 
in vitro verglichen mit frei vorliegendem Lysozym. Im mikrobiologischen Testsystem 
konnten hingegen deutliche Unterschiede der antibakteriellen Wirksamkeit gegenüber 
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Bacillus subtilis zwischen den verschiedenen Tierarten beobachtet werden. Während sich bei 
den Lysozym-haltigen Caseinmicellen von Büffel und Ziege die gleichen Wachstumskurven 
und -verzögerungen ergaben wie bei freiem HEWL in SMUF, war die bakteriostatische 
Wirkung der Lysozym-Micellen von Kuh, Kamel und Mensch schwächer ausgeprägt als im 
jeweiligen SMUF. Im Gegensatz dazu zeigte sich für die mit HEWL beladenen 
Caseinmicellen von Schaf, Stute und Esel sogar ein synergistischer Effekt auf die 
Wachstumsverzögerung.  
Es konnte somit erstmals gezeigt werden, dass die antibakterielle Wirksamkeit von 
Caseinmicellen durch die Beladung mit Lysozym deutlich erhöht wird. Im Zusammenhang 
mit Untersuchungen von Vacca Smith & Bowen (2000), die eine Anlagerung von 
Caseinmicellen an zahnähnliche Hydroxyapatitplättchen nachweisen konnten, könnten sich 
daraus perspektivisch interessante Anwendungsmöglichkeiten im Bereich der Mundhygiene 
ergeben (vgl. Kapitel 2.6.3). 
 
 4.4 Glykierungsreaktionen in bovinen Caseinmicellen 
In der Milch kommt es bei Erhitzungsvorgängen, wie beispielsweise 
Haltbarmachungsverfahren, vor allem zur Denaturierung von Molkenproteinen. Aufgrund des 
in großen Mengen enthaltenen reduzierenden Zuckers Lactose können weiterhin auch 
Glykierungsreaktionen an den verschiedenen Proteinen stattfinden. Einen potentiellen 
Reaktionspartner in den Proteinketten der Molkenproteine und Caseine stellt dabei 
insbesondere die ε-Aminogruppe des Lysins dar. Während die Auswirkungen der Maillard-
Reaktion für freies, nicht-micellares Casein bereits in einigen Studien untersucht wurden 
(Morales & van Boekel, 1996; Lima et al., 2009, 2010; Akıllıoğlu & Gökmen, 2014), ist über 
die Glykierung von Caseinmicellen in der Literatur bisher nur wenig bekannt. Die postulierten 
hydrophoben und hydrophilen Regionen (Dalgleish, 2011) in den kolloidalen Partikeln 
könnten die Bildung verschiedener Maillard-Reaktionsprodukte jedoch entscheidend 
beeinflussen, beziehungsweise ebenso einen Einfluss auf strukturelle Eigenschaften der 
Micellen haben. Anhand der ablaufenden Reaktionen könnten weitere Erkenntnisse bezüglich 
des Micellaufbaus gewonnen und perspektivische Anwendungen, beispielsweise als 
modifizierte Nanovehikel für bioaktive Substanzen wie Lysozym, erhalten werden.  
Um den Einfluss der micellaren Struktur auf die Maillard-Reaktion zu untersuchen, wurden 
bovine Caseinmicellen (CM) aus unbehandelter Rohmilch im wässrigen System in Gegenwart 
von 4,7 % Lactose bzw. 4,7 % Glucose für 0 bis 4 h bei 100 °C unter Stickstoffatmosphäre 
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erhitzt. Die Zuckerkonzentration wurde dabei in Anlehnung an den natürlicherweise in Milch 
vorliegenden Lactosegehalt gewählt (Töpel, 2016). Zum Vergleich erfolgte eine Erhitzung 
von Natrium-Caseinat (NaCas), als Modell für nicht-micellares Casein, unter den gleichen 
Bedingungen. Im Gegensatz zu bovinen Caseinmicellen, die einen mittleren 
hydrodynamischen Durchmesser von 167 nm aufweisen (vgl. Kapitel 4.2.1.1), zeigt 
nicht-micellares Natrium-Caseinat eine polymodale Größenverteilung. Bei pH 6,0 wurden 
drei Hauptpopulationen mit hydrodynamischen Durchmessern < 4 nm (individuelle Caseine), 
4 - 16 nm (kleine Caseinaggregate) und 80 - 1000 nm (große Caseinaggregate) gefunden 
(Semenova et al., 2009). Die Verteilung in drei Größenpopulationen konnte für das in der 
vorliegenden Arbeit verwendete NaCas mit Hilfe der DLS bestätigt werden (Abb. 47). Wie 
sich anhand der anzahlgewichteten Größenverteilung erkennen lässt, waren die meisten der 
erfassten Partikel der kleinsten Population (Maximum bei 9 nm) zuzuordnen.  
 
 
Abb. 47: Intensitäts- und anzahlgewichtete Größenverteilung von bovinem Natrium-Caseinat in 
SMUF; bestimmt mittels DLS 
 
Die inkubierten Suspensionen wurden zur Charakterisierung des Ausmaßes der Glykierung 
auf verschiedene Markersubstanzen der Maillard-Reaktion untersucht. Als Vertreter der 
frühen Phase dienten die Amadori-Produkte der Aminosäure Lysin, N
ε
-Lactosyllysin und 
N
ε
-Fructosyllysin. Zur Einschätzung der späten Phase wurden die Maillard-Reaktions-
produkte N
ε
-Carboxymethyllysin (CML) und 6-(2-Formyl-5-hydroxymethyl-1-pyrrolyl)-
norleucin (Pyrralin) herangezogen. Des Weiteren wurden sowohl die micellaren als auch die 
nicht-micellaren Caseinsuspensionen hinsichtlich der Ausbildung von Quervernetzungen 
untersucht. Eine quantitative Beurteilung erfolgte hierbei anhand der Maillard-induzierten 
Quervernetzungsprodukte Pentosidin und Glyoxal-Lysin-Dimer (GOLD) sowie des 
zuckerunabhängig gebildeten Produkts Lysinoalanin (LAL) (vgl. Kapitel 2.5.1).  
Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Beurteilung struktureller Veränderungen 
der Caseinmicellen während der Erhitzung in Gegenwart und Abwesenheit reduzierender 
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Zucker. Hierbei lag ein besonderes Augenmerk auf Veränderungen bezüglich der Größe und 
der Oberflächenmorphologie der Micellen. 
Ein wichtiger struktureller Bestandteil und entscheidend für die Stabilität der Caseinmicellen 
ist, wie bereits in Kapitel 4.2 gezeigt, der Mineralstoff Calcium. Zur Beurteilung des 
Einflusses der Glykierung auf die Stabilität der Micellen wurden diese daher mit dem 
Calcium-Komplexbildner EGTA versetzt und die Auswirkungen eines Calciumentzugs 
untersucht.  
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Glykierungsstudien an bovinen Caseinmicellen 
vorgestellt. 
 
4.4.1 Quantifizierung von Maillard-Reaktionsprodukten in micellarem und 
nicht-micellarem Casein 
4.4.1.1 Quantifizierung der Amadori-Produkte 
Die Bestimmung der Amadori-Produkte, als Vertreter der frühen Maillard-Reaktion, erfolgte 
in den jeweiligen Inkubationsansätzen als indirekte Messung von N
ε
-Furoylmethyllysin 
(Furosin) mittels RP-HPLC-UV (vgl. Kapitel 3.8.6.1). Ein charakteristisches 
Chromatogramm ist in Abb. 48 dargestellt. Die Nachweisgrenze in den Caseinproben betrug 
16 µmol/100 g Protein. 
 
 
Abb. 48: Beispielhaftes RP-HPLC-UV-Chromatogramm zur Bestimmung von N
ε
-Furoylmethyllysin 
(Furosin) in den für 4 h bei 100 °C mit Glucose inkubierten Caseinmicellen; die Referenzsubstanz ist 
in grau abgebildet 
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Entsprechend des zur Glykierung verwendeten reduzierenden Zuckers Lactose oder Glucose 
wurde Furosin während der standardisierten Säurehydrolyse aus den Amadori-Produkten 
N
ε
-Lactosyllysin beziehungsweise N
ε
-Fructosyllysin gebildet und konnte über eine externe 
Kalibrierung mit Hilfe eines kommerziellen Furosin-Standards quantifiziert werden. Da bei 
der Säurehydrolyse der Amadori-Produkte außer Furosin auch andere Produkte, wie Pyridosin 
und freies Lysin entstehen, erfolgte die Umrechnung der analysierten Furosin-Gehalte auf die 
in den Proben gebildete Menge an Amadori-Produkten durch Multiplikation der von Krause 
et al. (2003) bestimmten Überführungsfaktoren. Die verwendeten Überführungsfaktoren für 
eine Umsetzung in 6 M Salzsäure sind in Kapitel 3.8.6.1, Tab. 21 aufgeführt. Aufgrund eines 
Restlactosegehalts von 48,0 ± 4,4 mg/100 mL Micell-Suspension in den Suspensionen ohne 
Zuckerzusatz wurde zur Ermittlung des Gehalts an Amadori-Produkten ebenfalls die 
Umsetzung zu N
ε
-Lactosyllysin herangezogen. 
In Abb. 49 ist die Bildung der Amadori-Produkte in den micellaren und nicht-micellaren 
Caseinen in Abwesenheit von Zuckern sowie mit Zusatz von Lactose und Glucose nach einer 
Inkubation für 0 bis 4 h bei 100 °C dargestellt. 
 
 
Abb. 49: Quantifizierung des Gehalts an Amadori-Produkten in a) Caseinmicellen (CM) und 
b) Natrium-Caseinat (NaCas) nach Inkubation in Abwesenheit von Zuckern sowie in Anwesenheit von 
Lactose (Lac-CM, Lac-NaCas) und Glucose (Glc-CM, Glc-NaCas) für 0 - 4 h bei 100 °C; berechnet 
aus den Furosin-Gehalten nach Säurehydrolyse und RP-HPLC-UV 
 
Es lässt sich sowohl in Abb. 49a als auch in Abb. 49b erkennen, dass in Anwesenheit von 
reduzierenden Zuckern eine deutliche Amadori-Produktbildung in den Caseinmicellen und 
freien Caseinen stattfindet. Im Gegensatz dazu wurde ohne Zuckerzusatz keine signifikante 
Bildung von N
ε
-Lactosyllysin detektiert. Auffällig ist, dass sich die Bildungsraten der 
Amadori-Produkte nur unwesentlich zwischen micellaren und nicht-micellaren Caseinen 
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unterscheiden. Hieraus lässt sich ein ähnlicher Verlauf der frühen Phase der Maillard-
Reaktion an den Caseinmolekülen ableiten, unabhängig davon, ob sie in Caseinmicellen oder 
in freier Form vorliegen. Aus diesem Grund hat die micellare Struktur keinen Einfluss auf die 
Amadori-Produktbildung. Diese Beobachtung legt die Schlussfolgerung nahe, dass der größte 
Teil der Proteinoberfläche innerhalb der micellaren Caseine für die Zuckermoleküle 
zugänglich sein muss. Da sich die Zuckermoleküle aufgrund ihrer hydrophilen Eigenschaften 
bevorzugt in einer wässrigen Umgebung aufhalten sollten, können die Erkenntnisse von 
Dalgleish (2011) zur Existenz von Wasserkanälen in den Caseinmicellen bestätigt werden. 
Zusätzlich ist der Großteil der reaktiven Lysinseitenketten in den hydrophileren Regionen der 
Proteine lokalisiert (Swaisgood, 2003). Somit ist auch eine Ausrichtung des Lysins zu den 
Wasserkanälen sehr wahrscheinlich, weshalb die Bildung der Amadori-Produkte in den 
micellaren Caseinen im gleichen Umfang erfolgen kann wie in den nicht-micellaren Caseinen. 
Nach Inkubation der Caseinmicellen und des Natrium-Caseinats in Gegenwart von Lactose 
konnte dabei durch die Bildung von N
ε
-Lactosyllysin eine maximale Lysinblockierung von 
50,3 ± 2,9 beziehungsweise 48,4 ± 0,6 mmol/mol Lysin bezogen auf die nicht-inkubierte 
Probe bestimmt werden. Die maximale Lysinmodifizierung durch das Amadori-Produkt in 
den Glucoseansätzen lag mit 176,0 ± 7,2 sowie 168,9 ± 2,3 mmol/mol Lysin zirka 3,5-mal so 
hoch. Diese Unterschiede können dabei nicht auf die Tatsache zurückgeführt werden, dass die 
eingesetzte Stoffmenge an Glucose doppelt so hoch war wie diejenige der Lactose, da die 
Zucker in beiden Ansätzen in einem deutlichen Überschuss bezogen auf die reaktiven 
Aminosäurereste vorlagen. Die erhaltenen Ergebnisse stehen im Einklang mit 
Untersuchungen von Mennella et al. (2006), die bei der Reaktion von lysinhaltigen 
Dipeptiden mit unterschiedlichen reduzierenden Zuckern ebenfalls für Glucose deutlich 
höhere Umsatzraten als für Lactose ermitteln konnten. Als mögliche Ursache hierfür wird die 
Transformation der Lactose über eine Lobry de Bruyn-Alberda van Ekenstein-Umlagerung zu 
Lactulose gesehen. Diese ist mit einem Anteil von 80 % für den Lactose-Abbau von deutlich 
größerer Bedeutung als die Degradation über die Maillard-Reaktion mit einem Anteil von nur 
20 % (Berg & van Boekel, 1994). 
 
4.4.1.2 Quantifizierung der Spätphasenprodukte 
Zur Charakterisierung der späten Phase der Maillard-Reaktion in den micellaren und 
nicht-micellaren Caseinen erfolgte eine Quantifizierung der advanced glycation endproducts 
(AGEs) N
ε
-Carboxymethyllysin und Pyrralin. Da in den Inkubationsansätzen ohne 
Zuckerzusatz keine AGEs detektiert werden konnten, werden diese in den folgenden 
Betrachtungen nicht aufgeführt. 
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Das Glykierungsprodukt N
ε
-Carboxymethyllysin (CML) wurde nach Reduktion und 
salzsaurer Hydrolyse mittels HPLC-ESI-MS/MS im multiple reaction monitoring-Modus 
(MRM) bestimmt (Hegele et al., 2008). Ein beispielhaftes Chromatogramm mit den 
extrahierten Massenübergängen für CML (m/z 205,1 → 84,1) und des internen Standards 
D2-CML (m/z 207,1 → 84,1) der für 4 h bei 100 °C mit Lactose inkubierten Caseinmicellen 
ist in Abb. 50 dargestellt. Die Nachweisgrenze des CMLs betrug in den Caseinproben 
1 µmol/100 g Protein. Die Quantifizierung dieses AGEs in den Probenansätzen erfolgte 
jeweils durch den Vergleich der Peakflächenverhältnisse der Quantifier-Produktionen von 
CML und D2-CML mit denen aus einer externen Kalibrierung, die die gleichen Mengen an 
internem Standard enthielt.  
 
 
Abb. 50: Beispielhaftes HPLC-ESI-MS/MS-Chromatogramm zur Bestimmung von 
N
ε
-Carboxymethyllysin (CML) in den für 4 h bei 100 °C mit Lactose inkubierten Caseinmicellen; 
dargestellt sind die extrahierten Massenübergänge für CML (m/z 205,1 → 84,1) und des internen 
Standards D2-CML (m/z 207,1 → 84,1); die Referenzsubstanz ist jeweils in grau abgebildet
 
 
In Abb. 51a sind die in den inkubierten Caseinmicellen und im Natrium-Caseinat ermittelten 
CML-Gehalte graphisch dargestellt. Im Vergleich zu den Amadori-Produkten (Abb. 49) fällt 
die CML-Bildung nahezu um den Faktor 100 geringer aus. Es lässt sich jedoch erkennen, dass 
durch die Umsetzung mit Lactose (2,2 ± 0,09 bzw. 3,1 ± 0,03 mmol/mol Lysin) allgemein 
etwas höhere CML-Mengen gebildet wurden als bei einer Inkubation mit Glucose (1,8 ± 0,02 
bzw. 2,5 ± 0,10 mmol/mol Lysin).  
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Abb. 51: Quantifizierung von a) N
ε
-Carboxymethyllysin (CML) und b) Pyrralin in Caseinmicellen 
(CM) und Natrium-Caseinat (NaCas) nach Inkubation für 0 - 4 h bei 100 °C in Gegenwart von Lactose 
(Lac-CM, Lac-NaCas) und Glucose (Glc-CM, Glc-NaCas); bestimmt nach Reduktion und salzsaurer 
Hydrolyse mittels HPLC-ESI-MS/MS (CML) bzw. nach enzymatischer Hydrolyse mittels 
RP-HPLC-UV (Pyrralin) 
 
Li et al. (2012) konnten in Saccharid-Lysin-Modellsystemen mit Lactose im Vergleich zu 
Glucose ebenfalls eine stärkere CML-Bildung zeigen. Vermutet wurde, dass CML im 
Lactosesystem bei 55 - 140 °C hauptsächlich durch den direkten Abbau des Disaccharids über 
eine Retro-Aldol-Kondensation zu Glyoxal und der anschließenden Reaktion mit Lysin 
gebildet wird (Li et al., 2012). Bekräftigt werden kann dies durch Untersuchungen zum 
Abbauverhalten von Fructosyllysin sowie Glucose zu Glyoxal unter Stickstoffatmosphäre. 
Demnach wird das Amadori-Produkt unter physiologischen Bedingungen weniger zu Glyoxal 
umgesetzt als das Monosaccharid (Thornalley et al., 1999). Wie bereits in Abb. 49 gezeigt, ist 
die Amadori-Produktbildung und somit auch die Zuckerumsetzung in den 
Glucoseinkubationsansätzen im Vergleich zu den mit Lactose inkubierten Proben deutlich 
höher. Aus diesem Grund ist bei Letzterem ein stärkerer Zuckerabbau zu Glyoxal und daraus 
abgeleitet eine etwas höhere CML-Bildung möglich. Weiterhin konnte insbesondere bei den 
vierstündigen Inkubationen mit beiden Sacchariden im nicht-micellaren Casein eine 
signifikant (α = 0,05) höhere CML-Bildung beobachtet werden als in den Caseinmicellen. 
Nach Johansen et al. (2006) fördern saure Aminosäuren die Glykierung und im Besonderen 
den Abbau der Amadori-Produkte (Venkatraman et al., 2001) von benachbarten Lysinresten 
in der Primärstruktur. In der Primärsequenz boviner Caseine befinden sich sehr viele 
Lysinreste in der Nachbarschaft von Glutamin- oder Asparaginsäureresten. Andererseits 
zeigten Casein-Glucose-Modellinkubationen in Gegenwart von Calcium im Vergleich zu 
Lösungen ohne Calciumzusatz eine schwächere CML-Bildung (Akıllıoğlu & Gökmen, 2014). 
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Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Caseinmicellsuspensionen weisen aufgrund des 
in den Micellen lokalisierten Calciums einen höheren Gehalt des zweiwertigen Kations auf als 
die Natrium-Caseinat-Suspensionen. Es kann vermutet werden, dass das micellare Calcium 
mit den Carboxylgruppen der sauren Aminosäuren Komplexe bildet. Infolgedessen könnte der 
katalytische Effekt der sauren Aminosäuren reduziert sein und eine geringere CML-Bildung 
resultieren. 
Zur weiteren Charakterisierung der Maillard-Reaktion in micellaren und nicht-micellaren 
Caseinen wurden zusätzlich die Gehalte des AGEs Pyrralin ermittelt. Die Bestimmung 
erfolgte aufgrund der säurelabilen Eigenschaften des Glykierungsprodukts nach 
enzymatischer Hydrolyse mittels RP-HPLC-UV. Über einen Retentionszeitvergleich mit 
einem im Arbeitskreis synthetisierten Pyrralin-Standard sowie unter Zuhilfenahme des 
charakteristischen UV-Spektrums mit einem Absorptionsmaximum bei 297 nm wurde 
Pyrralin in den Proben identifiziert. Die Quantifizierung erfolgte über eine externe 
Kalibrierung. Abb. 52 zeigt ein Beispielchromatogramm der für 4 h bei 100 °C mit Glucose 
inkubierten Caseinmicellen. Die Pyrralin-Nachweisgrenze betrug in den Caseinproben 
6 µmol/100 g Protein. 
 
 
Abb. 52: Beispielhaftes RP-HPLC-UV-Chromatogramm zur Bestimmung von Pyrralin in den für 4 h 
bei 100 °C mit Glucose inkubierten Caseinmicellen und charakteristisches UV-Spektrum des 
Pyrralinpeaks; die Referenzsubstanz ist jeweils in grau abgebildet 
 
Die in den glykierten Caseinmicellen und im Natrium-Caseinat ermittelten Pyrralin-Gehalte 
sind in Abb. 51b dargestellt. Es lässt sich zunächst erkennen, dass eine signifikante Bildung 
des Glykierungsprodukts erst nach einer zweistündigen Inkubation bei 100 °C einsetzte. Die 
ermittelten Konzentrationen bewegen sich dabei im gleichen Konzentrationsbereich wie die 
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CML-Gehalte und sind somit ebenfalls deutlich geringer als die der gebildeten Amadori-
Produkte. Auch Morales & van Boekel (1996) und Akıllıoğlu & Gökmen (2014) zeigten, dass 
bei der Erhitzung von Caseinat mit Glucose vor allem die frühe Phase der Maillard-Reaktion 
abläuft, wohingegen Produkte der späten Phase, wie CML und Pyrallin, nur in geringen 
Mengen gebildet werden. Bei einer getrennten Betrachtung der Caseinmicell- und Natrium-
Caseinat-Suspensionen zeigten die Inkubationsansätze in Gegenwart von Glucose, verglichen 
mit den Lactoseproben, höhere Pyrralin-Gehalte. Diese Beobachtung steht ebenfalls im 
Einklang mit Untersuchungen von Morales & van Boekel (1996) nach denen wässrige 
Glucose-Caseinat-Suspensionen ebenfalls stärkere Bildungsraten des Glykierungsprodukts 
aufwiesen als Lactose-Caseinat-Lösungen. Nach Henle & Klostermeyer (1993) läuft in 
trocken erhitzten (100 °C) Casein-Lactose-Mischungen die Pyrralin-Bildung unabhängig vom 
Abbau der Amadori-Produkte ab, weshalb dieses durch die direkte Reaktion von 
unmodifizierten Lysinresten und Zuckerabbauprodukten, hauptsächlich 3-Desoxyglucoson 
(3-DG), gebildet werden muss. Die Bildung hängt somit vordergründig vom Abbau des 
jeweiligen Zuckers zu 3-DG ab. Aufgrund der höheren Reaktivität des Monosaccharids 
erfolgt dieser bei Glucose schneller als bei Lactose (Morales & van Boekel, 1996). Im 
Gegensatz zum CML zeigten die glykierten Caseinmicellen, verglichen mit den freien, 
nicht-micellaren Caseinen, sowohl für Lactose (1,7 ± 0,12 vs. 0,8 ± 0,07 mmol/mol Lysin) als 
auch für Glucose (4,1 ± 0,14 vs. 1,6 ± 0,06 mmol/mol Lysin) signifikant (α = 0,01) höhere 
Pyrralin-Gehalte. Unter der Berücksichtigung, dass Pyrralin hauptsächlich in Produkten mit 
geringen Wasseraktivitäten gebildet wird (Kato, 1967; Henle et al., 1994), könnte diese 
signifikant höhere Bildung eine Konsequenz der beschriebenen hydrophoben Regionen in den 
Micellen sein. In diesen ist eine Wasserbindung nicht möglich (Dalgleish, 2011), weshalb das 
Vorhandensein von partiell ‚trockenen‘ Bereichen denkbar wäre. Innerhalb der Bereiche 
könnte 3-DG bevorzugt zu 3,4-Didesoxyglucoson-3-en dehydratisieren und dieses mit Lysin 
zu Pyrralin reagieren (Kato, 1967). 
 
4.4.2 Quervernetzungsreaktionen in micellarem und nicht-micellarem Casein 
4.4.2.1 Proteinoligomerisierung 
Infolge der Erhitzung von nicht-micellaren Caseinen, in Gegenwart oder in Abwesenheit von 
reduzierenden Zuckern, konnten irreversible kovalente intra- und intermolekulare 
Quervernetzungen zwischen modifizierten, proteingebundenen Aminosäuren beobachtet 
werden (Zin El-Din & Aoki, 1993; Henle et al., 1996). Aufgrund der großen räumlichen Nähe 
der Caseinmoleküle in den Caseinmicellen ist es naheliegend, dass innerhalb der kollodialen 
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Partikel ebenso Proteinquervernetzungsreaktionen stattfinden. Aber auch Reaktionen 
zwischen den Micellen wären denkbar. Sowohl intra- als auch intermicellare 
Quervernetzungen könnten die Eigenschaften der Caseinmicellen dabei erheblich 
beeinflussen.  
Um das Oligomerisierungsverhalten der Caseine näher zu betrachten, wurden die 
hitzebehandelten Caseinmicellen sowie die Natrium-Caseinat-Proben mit Hilfe der 
Gelpermeationschromatographie (GPC) untersucht. Darüber können die Caseine nach ihrer 
molaren Masse getrennt und Aussagen über den Grad der Vernetzung getroffen werden. Um 
ausschließlich kovalente, nicht-reduzierbare Bindungen zu erfassen, wurden die Proben vor 
der chromatographischen Trennung denaturiert und reduziert. Abb. 53 zeigt beispielhaft die 
Chromatogramme der für 0 - 4 h bei 100 °C mit Glucose inkubierten Proben. 
 
 
Abb. 53: GPC-UV-Chromatogramme zur Bestimmung des Quervernetzungsgrads des für 0 - 4 h bei 
100 °C mit Glucose inkubierten a) micellaren und b) nicht-micellaren Caseins 
 
In Anlehnung an Zin El-Din et al. (1991) und mit Hilfe der verwendeten 
Polymer-Größenstandards (vgl. Kapitel 3.8.9) konnten die erhaltenen Peakmuster in 
Caseinmonomere, -dimere, -trimere und -oligomere größer als Trimere unterteilt werden. 
Zum einen lässt sich in Abb. 53 mit andauernder Inkubationszeit eine Abnahme des 
Monomer-Peaks bei gleichzeitiger Zunahme der Oligomerisierung erkennen. Zum anderen 
zeigen die Chromatogramme der 4 h-Proben aber auch klar, dass die 
Quervernetzungsreaktionen bei einer Inkubation mit Glucose in den micellaren Caseinen viel 
stärker ablaufen als in den nicht-micellaren Caseinen. Diese Beobachtungen lassen sich durch 
den Oligomerisierungsgrad in Abb. 54a bestätigen. Der Oligomerisierungsgrad (OG) ist dabei 
ein Maß für die irreversible Quervernetzung der Proteine während der Inkubation und wurde 
nach Henle et al. (1996) wie in Kapitel 3.8.9 angegeben berechnet. Obwohl bei den mit 
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Glucose inkubierten Proben der stärkste Effekt zu verzeichnen war, zeigte sich nach 4 h bei 
100 °C, verglichen mit den nicht-micellaren Caseinen, sowohl bei den Lactoseansätzen als 
auch bei den Inkubationen ohne Zucker ebenfalls in den Caseinmicellen eine höhere 
Oligomerisierung. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Untersuchungen zur 
Polymerisation von Caseinen in erhitzter Milch von Zin El-Din & Aoki (1993). Demnach ist 
die Vernetzung von erhitztem Lactose-Casein geringer, wenn die Caseinmicellen zuvor in die 
individuellen Caseine dissoziiert wurden. In Abwesenheit von Lactose fand die 
Oligomerisierung der Caseine in geringerem Maße statt (Zin El-Din & Aoki, 1993). Auch dies 
stimmt mit den Ergebnissen in Abb. 54a überein. Bei den Proben, die für 0 - 4 h ohne Zucker 
inkubiert wurden, konnte ein moderater, linearer Anstieg der Quervernetzung mit OGs bis 
40 % in den Micellen und bis 25 % im Natrium-Caseinat beobachtet werden. Für die mit 
Lactose und Glucose glykierten Proben wurden hingegen OGs jeweils bis 60 % (Lac-CM) 
und 50 % (Lac-NaCas) beziehungsweise bis 84 % (Glc-CM) und 55 % (Glc-NaCas) ermittelt. 
Für das Ausmaß der Polymerisation in den Caseinmicellen sowie in den NaCas-Proben 
konnte dabei folgende Reihenfolge aufgestellt werden: ohne Zucker < Lactose < Glucose.  
Diese Erkenntnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass die irreversiblen Maillard-induzierten 
Proteinquervernetzungen quantitativ von deutlich größerer Bedeutung sind als 
Oligomerisierungsreaktionen die unabhängig von reduzierenden Zuckern ablaufen. Zusätzlich 
konnte gezeigt werden, dass die micellare Struktur den Quervernetzungsprozess fördert. 
 
 
Abb. 54: a) Oligomerisierungsgrad (OG) der Caseinmicellen (CM) und des Natrium-Caseinats 
(NaCas) erhitzt für 0 - 4 h bei 100 °C in Abwesenheit von Zuckern sowie in Gegenwart von Lactose 
(Lac-CM, Lac-NaCas) oder Glucose (Glc-CM, Glc-NaCas) und b) relative Peakflächenanteile der 
Monomere, Dimere, Trimere und Oligomere größer als Trimere in den Proben nach 4 h Inkubation bei 
100 °C; analysiert mittels GPC-UV  
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Zur Beurteilung der einzelnen Oligomerisierungsgrade wurden zusätzlich die in Abb. 54b 
dargestellten relativen Peakflächenanteile der Monomere, Dimere, Trimere und Oligomere 
größer als Trimere in den für 4 h bei 100 °C inkubierten Proben herangezogen. In 
Übereinstimmung mit den OGs lässt sich erkennen, dass die relativen Peakflächenanteile der 
Monomere in den glykierten Ansätzen signifikant geringer sind, verglichen mit den Proben, 
die ohne Zucker erhitzt wurden. Insbesondere bei den mit Glucose glykierten Caseinmicellen 
sind die ursprünglich als Monomer vorliegenden Caseinmoleküle nahezu vollständig 
polymerisiert. In der nicht-micellaren Probe sowie in den Lactoseansätzen sind die Mono-, 
Di-, Tri- und Oligomere hingegen relativ gleich verteilt. Allgemein bewegen sich die 
Peakflächenanteile der Di- und Trimere bei allen für 4 h erhitzten Proben durchschnittlich in 
der gleichen Größenordnung. Im Gegensatz dazu konnten für die Oligomere große 
Unterschiede zwischen den einzelnen Proben beobachtet werden. Während in den 
Inkubationsansätzen ohne Zucker nur minimale Anteile von 2 - 4 % an Oligomeren zu 
verzeichnen waren, bildeten sich in den glykierten Natrium-Caseinat-Proben sowie in den 
Lactose-Micellen Polymere größer als Trimere anteilig zu 15 - 18 %. Sowohl die ohne Zucker 
erhitzten Caseinmicellen als auch die Lactose-Micellen zeigten jeweils einen etwas höheren 
Polymeranteil als die entsprechenden nicht-micellaren Caseine. Bei den in Gegenwart von 
Glucose inkubierten Caseinmicellen konnte wiederum der größte Effekt beobachtet werden, 
sodass diese nach einer vierstündigen Inkubation einen relativen Peakflächenanteil an 
Oligomeren von 62 % zeigten. Somit wird der hohe Oligomerisierungsgrad von 84 % in den 
Glucose-Micellen fast ausschließlich durch die Oligomer-Fraktion mit hohen molaren Massen 
verursacht. 
Aus den erhaltenen Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass die komplexe innere 
Struktur der Caseinmicellen die hitzeinduzierte Proteinquervernetzung fördert. Eine mögliche 
Ursache hierfür könnte die räumliche Nähe der Caseinmonomere zueinander darstellen. Diese 
Vermutung stellten auch van Boekel et al. (1989) auf, die ebenfalls über eine bevorzugte 
Bildung der kovalenten Bindungen im Inneren der Caseinpartikel spekulierten. 
 
4.4.2.2 Proteinquervernetzungsprodukte 
Um detaillierte Aussagen über die Art der entstandenen Proteinquervernetzungen treffen zu 
können, wurden die Proben hinsichtlich verschiedener Quervernetzungsprodukte untersucht. 
Als relevante Verbindungen wurden hierbei die aus Dehydroalanin generierte Crosslink-
Aminosäure Lysinoalanin (LAL) sowie die Maillard-induzierten Vernetzungsprodukte 
Glyoxal-Lysin-Dimer (GOLD) und Pentosidin ausgewählt. Zusätzlich wurden die 
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quantitativen Daten dieser Produkte mit der berechneten „minimalen Konzentration 
intermolekular vernetzter Aminosäuren“ (CLAAmin) verglichen. Nach Henle et al. (1996) gibt 
CLAAmin die Mindestmenge an intermolekular quervernetzten Aminosäuren an, die 
notwendig ist, um die beobachtete Proteinoligomerisierung zu erklären. Die Berechnung der 
CLAAmin ist in Kapitel 3.8.9 näher erläutert. 
Die Crosslink-Aminosäure LAL wird unabhängig von reduzierenden Zuckern, jedoch wie 
auch die Produkte der Maillard-Reaktion, hitzeinduziert gebildet. Durch eine β-Eliminierung 
werden vor allem Serin oder Phosphoserin zunächst zu Dehydroalanin umgesetzt. Dieses 
kann anschließend an die ε-Aminogruppe von proteingebundenem Lysin addieren und somit 
intra- und intermolekulare Quervernetzungen bilden (vgl. Kapitel 2.5.2). Die Bestimmung 
von LAL erfolgte nach saurer Hydrolyse mittels Ionenaustauschchromatographie und 
Ninhydrin-Nachsäulenderivatisierung (Henle et al., 1991a). Die Quantifizierung wurde mit 
Hilfe einer externen Kalibrierung durchgeführt. Abb. 55 zeigt ein repräsentatives 
LAL-Chromatogramm der für 4 h bei 100 °C erhitzten Caseinmicellen. Die Nachweisgrenze 
betrug in den Caseinproben 5 µmol/100 g Protein. 
 
 
Abb. 55: Ionenaustausch-UV-Chromatogramm zur Bestimmung von Lysinoalanin (LAL) in den für 
4 h bei 100 °C inkubierten Caseinmicellen; die Referenzsubstanz ist in grau abgebildet 
 
Die in den Caseinmicellen und im Natrium-Caseinat ermittelten LAL-Gehalte sind in Abb. 56 
graphisch dargestellt. Abb. 56a und b zeigen dabei die LAL-Bildung in den ohne Zucker 
inkubierten micellaren und nicht-micellaren Caseinen im Vergleich zu CLAAmin. Vor allem 
für die Caseinmicellen lässt sich erkennen, dass die Konzentration der CLAAmin sehr gut mit 
den analysierten LAL-Gehalten übereinstimmt. Die beobachtete Oligomerisierung der in 
micellarer Form erhitzten Caseine kann somit hauptsächlich durch die Bildung von LAL 
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erklärt werden. In den für 2 und 4 h erhitzten Natrium-Caseinat-Proben konnten jeweils 
höhere LAL-Gehalte bestimmt werden als die berechnete CLAAmin-Konzentration vermuten 
lässt. Ein möglicher Grund für diese Diskrepanz könnten zunehmende Mengen von 
intramolekukar gebildetem LAL sein (Henle et al., 1996). 
 
 
Abb. 56: Quantifizierung der LAL- und CLAAmin-Gehalte in a) Caseinmicellen (CM) und 
b) Natrium-Caseinat (NaCas) sowie der Gehalte an LAL, GOLD, Pentosidin und CLAAmin in 
c) Lactose-CM, d) Lactose-NaCas, e) Glucose-CM und f) Glucose-NaCas nach Inkubation für 0 - 4 h 
bei 100 °C; bestimmt mittels Aminosäureanalyse (LAL) und HPLC-ESI-MS/MS (GOLD und 
Pentosidin), CLAAmin wurde auf Basis des Oligomerisierungsgrads nach Henle et al. (1996) berechnet 
 
0 1 2 3 4
0
300
600
900
1200
1500
1800
2700
3000
dc
b
Inkubationszeit bei 100 °C [h]
LA
L 
u
n
d
 C
LA
A
m
in
[µ
m
o
l/
1
0
0
 g
 P
ro
te
in
] CM
0 1 2 3 4
0
300
600
900
1200
1500
1800
2700
3000 NaCas
Inkubationszeit bei 100 °C [h]
LA
L 
u
n
d
 C
LA
A
m
in
[µ
m
o
l/
1
0
0
 g
 P
ro
te
in
]
 LAL      GOLD      Pentosidin      CLAA
min
a
0 1 2 3 4
0
300
600
900
1200
1500
1800
2700
3000 Lactose-CM
Inkubationszeit bei 100 °C [h]
LA
L 
u
n
d
 C
LA
A
m
in
[µ
m
o
l/
1
0
0
 g
 P
ro
te
in
]
0
1
2
3
4
5
G
O
LD
 u
n
d
 P
en
to
si
d
in
[µ
m
o
l/
1
0
0
 g
 P
ro
te
in
]
0
1
2
3
4
5Lactose-NaCas
G
O
LD
 u
n
d
 P
en
to
si
d
in
[µ
m
o
l/
1
0
0
 g
 P
ro
te
in
]
0 1 2 3 4
0
300
600
900
1200
1500
1800
2700
3000
Inkubationszeit bei 100 °C [h]
LA
L 
u
n
d
 C
LA
A
m
in
[µ
m
o
l/
1
0
0
 g
 P
ro
te
in
]
0 1 2 3 4
0
300
600
900
1200
1500
1800
2700
3000 Glucose-CM
Inkubationszeit bei 100 °C [h]
LA
L 
u
n
d
 C
LA
A
m
in
[µ
m
o
l/
1
0
0
 g
 P
ro
te
in
]
0
1
2
3
4
5
G
O
LD
 u
n
d
 P
en
to
si
d
in
[µ
m
o
l/
1
0
0
 g
 P
ro
te
in
]
0 1 2 3 4
0
300
600
900
1200
1500
1800
2700
3000 Glucose-NaCas
Inkubationszeit bei 100 °C [h]
fe
LA
L 
u
n
d
 C
LA
A
m
in
[µ
m
o
l/
1
0
0
 g
 P
ro
te
in
]
0
1
2
3
4
5
G
O
LD
 u
n
d
 P
en
to
si
d
in
[µ
m
o
l/
1
0
0
 g
 P
ro
te
in
]
  4 Ergebnisse und Diskussion 
189 
 
In Abb. 56c - f sind neben den LAL- und CLAAmin-Konzentrationen zusätzlich die Bildungen 
der Maillard-induzierten Quervernetzungsprodukte GOLD und Pentosidin in den mit 4,7 % 
Lactose beziehungsweise 4,7 % Glucose inkubierten Caseinmicellen und nicht-micellaren 
Caseinen angegeben. Während die Vernetzung der Proteine bei GOLD über die Reaktion von 
Glyoxal mit zwei Lysin-Resten erfolgt (Wells-Knecht et al., 1995), wird Pentosidin bevorzugt 
bei der Reaktion von Lysin, Arginin und Pentosen oder 3-DG gebildet (Sell & Monnier, 1989; 
Schwarzenbolz, 2000). Die Bestimmung von GOLD und Pentosidin erfolgte nach salzsaurer 
Hydrolyse mittels HPLC-ESI-MS/MS im MRM-Modus. Ein beispielhaftes Chromatogramm 
mit den extrahierten Massenübergängen für GOLD (m/z 327,2 → 84,1), Pentosidin 
(m/z 379,2 → 250,1) und des internen Standards Hippuryl-GOLD (HipGOLD) 
(m/z 649,3 → 488,3) der für 4 h bei 100 °C mit Glucose inkubierten Caseinmicellen ist in 
Abb. 57 dargestellt.  
 
 
Abb. 57: HPLC-ESI-MS/MS-Chromatogramm zur Bestimmung von Glyoxal-Lysin-Dimer (GOLD) 
und Pentosidin in den für 4 h bei 100 °C mit Glucose inkubierten Caseinmicellen; dargestellt sind die 
extrahierten Massenübergänge für GOLD (m/z   7,  → 8 ,1), Pentosidin (m/z 379,2 → 250,1) und 
des internen Standards Hippuryl-GOLD (HipGOLD) (m/z 649,3 → 488,3); die Referenzsubstanz ist 
jeweils in grau abgebildet 
 
Die Quantifizierung von GOLD und Pentosidin in den Probenansätzen erfolgte jeweils durch 
den Vergleich der Peakflächenverhältnisse der Quantifier-Produktionen von GOLD 
beziehungsweise Pentosidin und HipGOLD mit denen aus einer externen Matrixkalibrierung, 
welche die gleichen Mengen an internem Standard enthielt. Die Nachweisgrenzen für GOLD 
und Pentosidin betrugen in der Caseinmatrix jeweils 0,2 µmol/100 g Protein und 
0,15 µmol/100 g Protein. 
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Wie sich in Abb. 56c - f erkennen lässt, konnten im Gegensatz zu den Proben ohne Zucker, 
geringe Mengen der Maillard-Quervernetzungsprodukte detektiert werden. Hierbei waren 
jedoch deutliche Unterschiede sowohl zwischen dem verwendeten Zucker als auch zwischen 
micellarem und nicht-micellarem Casein zu beobachten. Die mit Lactose inkubierten 
Caseinmicellen in Abb. 56c zeigten lediglich nach einer vierstündigen Erhitzung bei 100 °C 
mit 0,59 ± 0,02 µmol/100 g Protein eine geringfügige GOLD-Bildung. Pentosidin konnte 
hingegen nicht detektiert werden. Verglichen mit den Lactose-Caseinmicellen wies das 
Lactose-Natrium-Caseinat in Abb. 56d eine stärkere Bildung der Maillard-induzierten 
Quervernetzungsprodukte auf. Insbesondere GOLD wurde nach 2 und 4 h bei 100 °C mit 
2,28 ± 0,02 beziehungsweise 2,38 ± 0,12 µmol/100 g Protein in vierfach höheren Mengen 
gebildet als in den micellaren Caseinen. Zudem konnte nach 4 h auch eine geringe Pentosidin-
Bildung verzeichnet werden. Im Gegensatz zu den Lactose-Proben wurde sowohl in den 
Glucose-Micellen als auch im Glucose-Natrium-Caseinat verstärkt Pentosidin gebildet. Dabei 
wurde nach jeweils 4 h bei 100 °C im micellaren sowie nicht-micellaren Casein eine 
maximale Pentosidin-Konzentration von 1,50 ± 0,08 und 2,84 ± 0,17 µmol/100 g Protein 
erreicht. GOLD wurde dagegen nur mit einer maximalen Konzentration von 0,65 ± 0,08 und 
0,84 ± 0,04 µmol/100 g Protein bestimmt. In Übereinstimmung mit den Lactose-Ansätzen 
zeigte somit auch das mit Glucose inkubierte Natrium-Caseinat eine stärkere Bildung der hier 
untersuchten Maillard-induzierten Quervernetzungsprodukte. Eine mögliche Ursache hierfür 
könnte die, in den Caseinmicellen bereits vorgegebene, räumliche Anordnung der 
Proteinketten sein. Eventuell sind dadurch die für die Reaktionen notwendigen 
Reaktionspartner nicht so gut verfügbar wie bei den nicht-micellaren Caseinen. Für die 
höheren GOLD-Gehalte in den Lactose-Proben, verglichen mit den Glucose-Ansätzen, könnte 
ebenso wie für die Formierung des CMLs der stärkere Abbau der Lactose zu Glyoxal 
verantwortlich sein. Eine verstärkte 3-DG-Bildung bei den Glucose-Proben könnte hingegen 
ursächlich für die höheren Pentosidin-Konzentrationen sein. Die in der vorliegenden Arbeit 
untersuchten Maillard-induzierten Proteinquervernetzungen repräsentieren jedoch im 
Vergleich zu LAL nur einen sehr geringen Anteil. Mit LAL-Konzentrationen bis zu 493 ± 10 
und 453 ± 8 µmol/100 g Protein in den Lactose-Micellen beziehungsweise im Lactose-
Natrium-Caseinat sowie 615 ± 18 und 670 ± 17 µmol/100 g Protein in den Glucose-
Caseinmicellen und im Glucose-Natrium-Caseinat liegen die Gehalte nahezu um das 
1000-fache über den GOLD- und Pentosidin-Konzentrationen. In Übereinstimmung mit 
analysierten LAL-Gehalten in erhitztem β-Casein in An- und Abwesenheit von Glucose 
(Pellegrino et al., 1999), wurde das Vernetzungsprodukt in den zuckerhaltigen Proben in 
geringeren Mengen gebildet als in den Ansätzen ohne Zucker. Während die LAL-Bildung 
bereits nach 1 h bei 100 °C deutlich sichtbar ist, werden die Maillard-induzierten 
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Quervernetzungen erst frühestens nach 2 h gebildet. Aus diesen Ergebnissen lassen sich in 
den Ansätzen mit Zuckerzusatz ein paralleles Ablaufen der frühen Phase der Maillard-
Reaktion und der LAL-Bildung erkennen. Während in den Lactose-Proben nach einstündiger 
Inkubation ein Verhältnis von Amadori-Produkt zu LAL von 10:1 feststellbar war, lag dieses 
in den Glucose-Ansätzen mit 47:1 jedoch deutlich stärker auf der Seite der Maillard-Reaktion 
(vgl. Abb. 49). Hieraus lässt sich wiederum eine höhere Reaktivität der Glucose im Vergleich 
zur Lactose ableiten. Möglicherweise trägt zusätzlich auch die kleinere Molekülgröße der 
Glucose im Vergleich zur Lactose zur Reaktivität bei, da die Glucose-Moleküle das 
Caseinnetzwerk hierdurch eventuell leichter durchdringen können. Mit Hilfe der 
Gelpermeationschromatographie wurden für die glykierten Proben CLAAmin-Konzentrationen 
von jeweils bis zu 1700 und 1400 µmol/100 g Protein in den Lactose-Micellen und im 
Lactose-Natrium-Caseinat sowie 2900 und 1600 µmol/100 g Protein in den 
Glucose-Caseinmicellen und im Glucose-Natrium-Caseinat berechnet. Die ermittelten 
CLAAmin-Konzentrationen überstiegen die Summe der analysierten Proteinquervernetzungs-
produkte somit deutlich. Anhand der erhaltenen Daten kann geschlussfolgert werden, dass 
neben den untersuchten Produkten weitere Maillard-induzierte Quervernetzungen gebildet 
werden mussten, die quantitativ von größerer Bedeutung sind. Denkbar wäre beispielsweise 
die Bildung von Glucosepan (Abb. 58a), welches während der Erhitzung in Gegenwart von 
Glucose entsteht. Glucosepan ist ein aus Glucose abgeleitetes Lysin-Arginin-
Vernetzungsprodukt und konnte in verschiedenen Lebensmitteln in signifikant höheren 
Gehalten detektiert werden als zum Beispiel GOLD (Lederer & Buhler, 1999; Biemel et al., 
2001). Weiterhin könnte es zur Bildung von DODIC (deoxyglucosone-derived imidazoline 
cross-link) kommen (Abb. 58b). Bei dieser Verbindung handelt es sich um ein aus 
3-Desoxyglucoson abgeleitetes Lysin-Argin-Quervernetzungsprodukt (Lederer & Buhler, 
1999; Biemel et al., 2001). Insbesondere die höheren Pyrralin-Gehalte in den Glucose-
Micellen lassen, wie bereits in Kapitel 4.4.1.2 diskutiert, auf eine Förderung der 
3-DG-Bildung durch die micellare Struktur schließen und somit eine verstärkte Bildung von 
3-DG-Folgeprodukten vermuten. 
 
a b 
    
 
Abb. 58: Struktur von a) Glucosepan und b) DODIC (Lederer & Buhler, 1999) 
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Insbesondere bei den Glucose-Ansätzen ist im Hinblick auf die Bräunung der 2 und 4 h-
Proben (Abb. 59) zudem die Bildung von hochmolekularen farbigen Strukturen, sogenannten 
Melanoidinen möglich.  
 
 
Abb. 59: a) Caseinmicell-Suspensionen, b) Caseinmicell-Pellets, mit Hilfe der Ultrazentrifugation aus 
den CM-Suspensionen isoliert und c) Natrium-Caseinat-Suspensionen nach Erhitzung für 0 - 4 h bei 
100 °C in Gegenwart von Glucose 
 
 
Untersuchungen von Hofmann (1998) zeigen, dass der überwiegende Teil der 
Reaktionsprodukte, die während der Erhitzung einer Glucose-β-Casein-Lösung gebildet 
wurden, hohe molare Massen von über 50 kDa aufwiesen. Die Zunahme der hochmolekularen 
Vernetzungsprodukte korrelierte hierbei mit einer zunehmenden Bräunungsintensität. Für die 
hier vorgestellten Untersuchungen ist es folglich denkbar, dass ein großer Teil der Trimere 
und vor allem der Oligomere größer als Trimere (vgl. Abb. 54b) aus Melanoidinen besteht. 
Wie sich in Abb. 59c erkennen lässt, waren die Glucose-Natrium-Caseinat-Suspensionen 
stärker gebräunt als die Micell-Suspensionen (Abb. 59a). Allerdings kann vermutet werden, 
dass die lichtbrechenden und lichtstreuenden Eigenschaften der „micell-gebundenen“ 
Melanoidine im Vergleich zu den freien Melanoidinen verändert sind, da die isolierten 
4 h-Caseinmicell-Pellets (Abb. 59c) fast schwarz erschienen, während die Suspensionen nur 
schwach rötlich gefärbt waren. 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Proteinquervernetzungsreaktionen in den 
Caseinmicellen stärker ablaufen als in nicht-micellaren Caseinen. Insbesondere die 
Glykierung mit Glucose fördert die Proteinquervernetzung. Die untersuchten Maillard-
induzierten Quervernetzungsprodukte GOLD und Pentosidin stellten allerdings nicht die 
hauptsächlich gebildeten Strukturen dar, sodass neben diesen Verbindungen sowie dem 
zuckerunabhängig gebildeten Lysinoalanin weitere Quervernetzungsprodukte vorliegen 
müssen. 
0 h 1 h 4 h2 h 0 h 1 h 4 h2 h
0 h 1 h 4 h2 h
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b
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4.4.3 Strukturelle Eigenschaften glykierter Caseinmicellen 
Um Veränderungen der strukturellen Eigenschaften der Caseinmicellen während der 
Erhitzung in Ab- und Anwesenheit reduzierender Zucker näher zu charakterisieren, wurden 
die Micellen mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung (DLS) sowie der 
Rasterelektronenmikroskopie (REM) untersucht.  
 
4.4.3.1 Hydrodynamischer Durchmesser 
Abb. 60 zeigt die Intensitätsverteilung der mittels DLS ermittelten hydrodynamischen 
Durchmesser der für 0 - 4 h bei 100 °C erhitzten Caseinmicellen. Die Verteilungskurven 
verdeutlichen, dass sich die Micellgröße während des Erhitzungsprozesses weder in 
Abwesenheit noch in Gegenwart der reduzierenden Zucker Lactose und Glucose signifikant 
verändert. Lediglich bei den Caseinmicellen, die ohne Zucker inkubiert wurden (Abb. 60a), 
konnte ein leichter Trend zu kleineren hydrodynamischen Durchmessern beobachtet werden. 
 
 
Abb. 60: Intensitätsgewichtete Größenverteilung der für 0 - 4 h bei 100 °C erhitzten Caseinmicellen 
a) ohne Zucker, b) mit 4,7 % Lactose und c) mit 4,7 % Glucose; bestimmt mittels DLS 
 
 
Eine mögliche Ursache hierfür könnte der zunehmende Gehalt an dissoziierten 
extra-micellaren Caseinen im Verlauf der Hitzebehandlung sein. Der Anteil des 
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extra-micellaren Caseins wurde, wie in Kapitel 3.8.1.2 beschrieben, mit Hilfe der 
Elementaranalyse bestimmt und ist in Abb. 61 dargestellt. Wie sich erkennen lässt, stieg der 
Anteil an extra-micellarem Casein bei den nicht-glykierten Caseinmicellen von zirka 5 % bei 
0 h auf 24 % nach 4 h Inkubation an. Im Gegensatz dazu konnte bei der Erhitzung mit Lactose 
nur ein Anstieg von 5 % bei 0 h auf 19 % nach 4 h beobachtet werden. Die Glucose-Micellen 
zeigten sogar nur eine Zunahme des extra-micellaren Caseins von etwa 5 % bei 0 h auf 11 % 
nach einer vierstündigen Erhitzung bei 100 °C. Bei den Proben ohne Zuckerzusatz könnte es 
somit infolge der etwas stärkeren Dissoziation der Caseine zu der geringfügigen 
Verkleinerung der hydrodynamischen Durchmesser kommen. Die Micellgrößen der 
Caseinmicellen, die in Anwesenheit von Lactose oder Glucose erhitzt wurden, blieben 
hingegen über den gesamten Inkubationszeitraum konstant (Abb. 60b und c). Dies erscheint 
insbesondere bei den Glucose-Micellen überraschend, da der Oligomerisierungsgrad bei 
diesen von 0 % bei der 0 h-Probe auf 84 % nach vierstündiger Erhitzung anstieg (vgl. Abb. 
54a). In der Konsequenz kann daraus abgeleitet werden, dass die Polymerisierung 
ausschließlich intra-micellar und nicht zwischen einzelnen Caseinmicellen erfolgt. 
 
 
Abb. 61: Anteil des extra-micellaren Caseins am Gesamtcasein in den Caseinmicellsuspensionen ohne 
Zuckerzusatz (CM) sowie mit Lactose (Lac-CM) und Glucose (Glc-CM) für 0 - 4 h bei 100 °C erhitzt; 
berechnet über die mittels Elementaranalyse bestimmten Proteingehalte in den Micellsuspensionen 
sowie in den nach Ultrazentrifugation erhaltenen Überständen 
 
Über die Zusammensetzung der micellaren und extra-micellaren Caseine, insbesondere der in 
monomerer Form vorliegenden, konnten weitere Informationen bezüglich der Beteiligung 
einzelner Caseinspezies an erhitzungsbedingten Reaktionen erhalten werden. Dazu wurden 
die Caseinmicellen und die nach Ultrazentrifugation frei im Überstand vorliegenden Caseine 
unter reduzierenden Bedingungen mit Hilfe der SDS-PAGE (Abb. 62 und Abb. 63) 
untersucht.  
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Abb. 62: SDS-PAGE (9 % Acrylamid, reduziert, Färbung mit Coomassie-Brilliantblau G-250) der für 
0 - 4 h bei 100 °C erhitzten und anschließend mittels Ultrazentrifugation isolierten a) Caseinmicellen 
und b) extra-micellaren Caseine ohne Zuckerzusatz, jeweils Lane 1 und 2: 0 h, Lane 3 und 4: 1 h, 
Lane 5 und 6: 2 h und Lane 7 und 8: 4 h, M - Marker 
 
 
Am Beispiel der ohne Zuckerzusatz inkubierten Proben lässt sich erkennen, dass bei den 
micellaren Caseinen in Abb. 62a vor allem die Intensität der αS2-Casein-Bande im Verlauf der 
Inkubation bei 100 °C stark abnahm, wohingegen die Banden des αS1- sowie des β-Caseins 
nahezu keine Abnahmen zeigten. Ursächlich für die Verringerung des monomeren 
αS2-Casein-Anteils könnte dabei eine höhere Beteiligung an hitzeinduzierten 
Quervernetzungsreaktionen oder eine verstärkte Freisetzung aus dem Micellverband sein. 
Anhand von Abb. 62b kann Letzteres jedoch ausgeschlossen werden, da sich in den 
extra-micellaren Caseinen keine Zunahme des αS2-Caseins, sondern vielmehr ebenfalls eine 
Abnahme zeigte. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass das Protein durch ablaufende 
Vernetzungsreaktionen, insbesondere durch die Bildung von LAL (vgl. Kapitel 4.4.2.2) fester 
in die micellare Struktur eingebaut wird. Lediglich der Anteil des monomeren β-Caseins stieg 
in den freien Caseinen mit zunehmender Inkubationszeit an, weshalb eine Verringerung in 
den Caseinmicellen im Zusammenhang mit einer verstärkten Dissoziation steht. Bei einer 
Erhitzung in Gegenwart von Glucose konnte für die micellaren Caseine (Abb. 63a) vor allem 
nach 4 h neben der sehr starken Abnahme des αS2-Casein-Monomers auch eine deutliche 
Abnahme der αS1- und β-Casein-Banden beobachtet werden. Im Gegensatz dazu zeigten die 
extra-micellaren Caseine der glykierten Glucose-Proben während des Erhitzungsprozesses im 
Vergleich zum nicht-inkubierten Ansatz keine bevorzugte Freisetzung einzelner 
Caseinspezies, sondern die Zusammensetzung blieb relativ konstant (Abb. 63b). Die 
Änderungen der Proteinmonomerzusammensetzung der Lactose-Proben ähnelten denen der 
Glucose-Ansätze.  
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Abb. 63: SDS-PAGE (9 % Acrylamid, reduziert, Färbung mit Coomassie-Brilliantblau G-250) der für 
0 - 4 h bei 100 °C erhitzten und anschließend mittels Ultrazentrifugation isolierten a) Caseinmicellen 
und b) extra-micellaren Caseine mit Glucosezusatz, jeweils Lane 1 und 2: 0 h, Lane 3 und 4: 1 h, 
Lane 5 und 6: 2 h und Lane 7 und 8: 4 h, M - Marker 
 
 
Es kann somit davon ausgegangen werden, dass an den Maillard-induzierten 
Proteinquervernetzungsreaktionen alle Caseine beteiligt sind. Diese werden infolge der 
Oligomerisierung in der micellaren Struktur fixiert, wodurch eine Dissoziation aus den 
Caseinmicellen verhindert wird. 
 
4.4.3.2 Oberflächenmorphologie 
Für Informationen bezüglich der Oberflächenmorphologie glykierter Caseinmicellen wurden 
diese, wie in Kapitel 3.8.14 beschrieben, mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie 
untersucht. 
In Abb. 64 sind die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der für 0, 1 und 4 h bei 
100 °C erhitzten Caseinmicellen dargestellt. 
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Abb. 64: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der für 0, 1 und 4 h bei 100 °C erhitzten 
Caseinmicellen a) in Abwesenheit von Zuckern, b) mit Lactose und c) mit Glucose 
 
In Übereinstimmung mit den Untersuchungen zum hydrodynamischen Durchmesser der 
glykierten Caseinmicellen, lässt sich erkennen, dass die micellaren Strukturen während der 
Erhitzungsperiode sowohl in Abwesenheit als auch in Gegenwart der reduzierenden Zucker 
Lactose und Glucose erhalten bleiben. Nach einer einstündigen Inkubation zeigte sich die klar 
definierte Oberflächenstruktur der Micellen, wie sie auch Dalgleish et al. (2004) beschrieben 
haben, im Vergleich zu den 0 h-Proben nahezu unverändert. Nach 4 h bei 100 °C erschienen 
die ohne Zucker inkubierten Caseinmicellen hingegen kleiner und „fragmentierter“. Bei den  
vielen kleinen länglichen Fragmenten (Abb. 64a, 4 h) könnte es sich eventuell um dissozierte 
Caseine handeln, die infolge der Präparation kleine, unregelmäßige Aggregate bildeten. Im 
Gegensatz dazu zeigten sich die für 4 h in Anwesenheit von Lactose oder Glucose erhitzten 
Micellen stabil und unverändert in ihrer Größe (Abb. 64b und c, 4 h). Zudem vermittelten die 
Aufnahmen den Eindruck einer weniger strukturierten und glatteren Oberfläche. Eine Ursache 
für die erhöhte Stabilität sowie die veränderte Oberflächenstruktur könnte die Polymerisation 
der Proteine sein. Dalgleish et al. (2004) schlugen auf der Basis von REM-Aufnahmen vor, 
dass die Oberfläche der Caseinmicellen aus zylindrischen oder röhrenförmigen Strukturen 
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aufgebaut ist. Dies kann anhand der Aufnahmen in Abb. 64 bestätigt werden. Möglicherweise 
kommt es während den Glykierungsreaktionen infolge der Oligomerisierung intramicellarer 
Proteine zur Polymerisierung der nach außen ragenden „Röhren“. Dies könnte dazu führen, 
dass die Ausstülpungen optisch schwächer ausgeprägt wirken und das Äußere der Micellen 
infolgedessen glatter und nahezu perfekt rund erscheint. Wie bereits in Kapitel 4.4.3.1 
erwähnt, bewirken hohe Temperaturen in Abwesenheit reduzierender Zucker eine verstärkte 
Freisetzung von Caseinen aus den Micellen. Ein Grund hierfür könnte die erhöhte 
Salzmobilität sein, wodurch die ionischen Wechselwirkungen zwischen den micellaren 
Proteinen geschwächt werden. In Gegenwart von Lactose oder Glucose ist es denkbar, dass 
die frei werdenden Caseine mit den micellaren Caseinen Quervernetzungen bilden und somit 
nicht aus dem Inneren der Caseinmicellen heraus dissoziieren können. Weiterhin könnte eine 
Polymerisierung des αS2- und des β-Caseins in den hydrophilen äußeren Micellbereichen zur 
Verengung der von Dalgleish (2011) beschriebenen Wasserkanäle und zur Ausbildung 
siebartiger Quervernetzungsstrukturen führen. In der Konsequenz könnten freigesetzte 
Caseine das Innere der Micellen nicht mehr verlassen und die Oberfläche erscheint glatter. 
Zusätzlich könnten auch die charakteristischen Eigenschaften der Caseinmicellen beeinflusst 
werden, da möglicherweise die Austauschbarkeit von Molekülen über die stärker 
hydratisierten Bereiche behindert wird. Die genauen Ursachen für die veränderte 
Oberflächenstruktur konnten in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht abschließend geklärt 
werden, weshalb für detailliertere Aussagen diesbezüglich weiterführende Experimente 
notwendig sind. Denkbar wären beispielsweise cryo-elektronenmikroskopische 
Untersuchungen des Micellinneren mit Hilfe von Querschnitten durch die Caseinmicellen. 
Anhand derer könnten gebildete Vernetzungsstrukturen identifiziert und die Verteilung des 
Wassers in den Micellen sichtbar gemacht werden. 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass sich die micellaren Caseine infolge von 
Glykierungsreaktionen in einer höheren strukturellen Ordnung zusammenzulagern scheinen. 
Die Proteinoligomerisierungen laufen dabei ausschließlich intra-micellar und nicht zwischen 
den Caseinmicellen ab. Hierdurch könnte die Micellstabilität gegenüber äußeren Einflüssen 
verbessert werden. Um dies orientierend beurteilen zu können, wurden nachfolgend Studien 
zu Auswirkungen eines Calciumentzugs auf die Micellstabilität durchgeführt. 
 
4.4.4 Stabilität glykierter Caseinmicellen 
Zur Untersuchung des Einflusses der Glykierung auf die Stabilität der Caseinmicellen wurden 
diese, wie bereits in Kapitel 4.2.3 beschrieben, mit dem Komplexbildner EGTA versetzt und 
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den kolloidalen Partikeln somit das Calcium entzogen. Dazu wurden die für 0 - 4 h bei 100 °C 
in An- und Abwesenheit von Lactose oder Glucose erhitzten Micellsuspensionen auf 1 % 
Protein standardisiert und anschließend mit aufsteigenden EGTA-Konzentrationen versetzt.  
Von den so destabilisierten Suspensionen wurden schließlich die Trübungsindizes und die 
Anteile des extra-micellaren Caseins bestimmt sowie die hydrodynamischen Durchmesser 
aufgenommen. Die allgemeine Interpretation der Trübungsindexkurven und des 
extra-micellaren Caseins wurde bereits in Kapitel 4.2.3 erläutert. 
In Abb. 65 sind die jeweiligen Verläufe der Proben dargestellt. Bei den Proben ohne 
Zuckerzusatz ist bis zu einer EGTA-Konzentration von 8 mM ein steiler Abfall der Trübung 
zu beobachten (Abb. 65a, links). 8 mM EGTA entsprechen dabei gerade der äquimolaren 
Menge an Calcium in den Proben. Bei der 4 h-Probe wird das Trübungsminimum erst bei 
15 mM EGTA erreicht. Dies deutet auf eine höhere Stabilität des am längsten erhitzten 
Ansatzes hin. Aber auch bei den anderen Proben kann mit andauernder Inkubationszeit eine 
geringfügige Stabilitätserhöhung beobachtet werden. Der Anteil des extra-micellaren Caseins 
zeigt für alle Proben einen indirekt proportionalen Verlauf zum Trübungsindex (Abb. 65a, 
rechts). Zudem lässt sich erkennen, dass die Caseinmicellen am jeweiligen Trübungsmininum 
vollständig dissoziiert sind, da die Caseine hier zu 100 % in extra-micellarer Form vorliegen. 
Wurden die Caseinmicellen in Gegenwart von Lactose inkubiert, nimmt vor allem bei der für 
4 h erhitzten Probe die Trübung geringfügiger ab (Abb. 65b, links). Die scheinbar höhere 
Stabilität dieser Micellen kann auch durch den Anteil des extra-micellaren Caseins (Abb. 65b, 
rechts) bestätigt werden, da dieser nur auf maximal 80 % ansteigt. Die geringer inkubierten 
Proben verhielten sich nahezu identisch zu den Proben ohne Zuckerzusatz. 
Auch die für 0 - 2 h bei 100 °C erhitzten Glucose-Caseinmicellen zeigten bei einem 
Calciumentzug bezüglich der Trübungsindizes (Abb. 65c, links) ein ähnliches Verhalten wie 
die Inkubationsansätze ohne Zucker beziehungsweise mit Lactose. Nach einer vierstündigen 
Erhitzung fällt die Trübungskurve dagegen deutlich geringer ab. Entsprechend konnte auch 
beim Anteil des extra-micellaren Caseins in Abb. 65c (rechts) bis hin zur höchsten 
EGTA-Konzentration nur eine sehr geringfügige Zunahme beobachtet werden. Es ist davon 
auszugehen, dass die bei dieser Probe in hohen Mengen entstandenen Proteinquer-
vernetzungen (vgl. Abb. 54) zu einer Fixierung der Proteine in den Micellen führen und somit 
ursächlich für das beobachtete Verhalten sind. 
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Abb. 65: Links: Trübungsindizes bei 620 nm und rechts: Anteile des extra-micellaren Caseins der für 
0 - 4 h bei 100 °C erhitzten und anschließend destabilisierten Caseinmicellsuspensionen a) ohne 
Zuckerzusatz, b) mit Lactosezusatz und c) mit Glucosezusatz, jeweils standardisiert auf 1 % Protein, 
in Abhängigkeit der EGTA-Konzentration 
 
Aus den erhaltenen Ergebnissen lässt sich eine Verbesserung der Micellstabilität in 
Abhängigkeit der Glykierungsintensität ableiten. 
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Nach Partschefeld (2011) kommt es infolge einer EDTA-Behandlung micellaren Materials 
vor allem zur Freisetzung des αS1-Caseins. Dies deutet auf eine Bindung des Proteins über 
Calcium-Phosphat-Brücken hin, während β-Casein über zusätzliche hydrophobe 
Wechselwirkungen stärker in der Micelle fixiert ist. Im Gegensatz dazu beobachteten 
Lin et al. (1972) beim Entzug geringer Calciummengen vorrangig eine Dissoziation von 
β- und κ-Casein, während αS-Casein zunächst im micellaren Netzwerk verblieb.  
In Abb. 66 ist die Zusammensetzung der nach der Destabilisierung mit EGTA durch 
Ultrazentrifugation im Überstand erhaltenen extra-micellaren Caseine, nach Inkubation in 
Abwesenheit von Zuckern (Abb. 66a) sowie mit Glucose (Abb. 66b) dargestellt. 
 
 
Abb. 66: SDS-PAGE (9 % Acrylamid, reduziert, Färbung mit Coomassie-Brilliantblau G-250) der für 
0, 1 und 4 h bei 100 °C erhitzten, anschließend mit EGTA destabilisierten Caseinmicellen und nach 
Ultrazentrifugation isolierten extra-micellaren Caseine, a) ohne Zucker und b) mit Glucose, jeweils 
Lane 1 - 3: 0 h, 0, 4 und 8 mM EGTA, Lane 4 - 6: 1 h, 0, 4 und 8 mM EGTA, Lane 7 - 9: 4 h, 0, 4 und 
8 mM EGTA, M - Marker 
 
Es lässt sich erkennen, dass sich ohne Erhitzung und ohne EGTA-Zusatz, sowohl mit als auch 
ohne Zucker, vorrangig β-Casein in freier Form in den Überständen befindet (jeweils Lane 1). 
Bei den Banden unterhalb der gekennzeichneten Caseinbanden, handelt es sich vermutlich um 
γ-Caseine, welche Abbauprodukte des β-Caseins darstellen. Die mit EGTA destabilisierten 
Proben zeigten mit steigender EGTA-Konzentration in den extra-micellaren Caseinen 
hingegen eine deutliche Zunahme der αS-Caseine, während die Intensität der β-Casein-Bande 
nahezu konstant blieb (jeweils Lane 2 und 3). Es kann somit von einer hauptsächlichen 
Verknüpfung der αS-Caseine über Calcium-Phosphat-Brücken ausgegangen werden, weshalb 
die Vermutungen von Partschefeld (2011) bestätigt werden können. Auch nach 1 h bei 
100 °C konnte das gleiche Phänomen beobachtet werden. Allerdings zeigten bereits hier die 
mit Glucose inkubierten Proben eine etwas schwächere Zunahme der αS-Casein-Banden als 
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die Ansätze ohne Zuckerzusatz (jeweils Lanes 4 - 6). Hieraus kann abgeleitet werden, dass die 
αS-Caseine durch die Glykierungsreaktionen stärker in den Micellen fixiert werden und die 
Calcium-Phosphat-Brücken weniger für den Zusammenhalt benötigt werden. Nach einer 
vierstündigen Inkubation veränderte sich die Zusammensetzung der extra-micellaren Caseine 
mit zunehmender EGTA-Konzentration kaum im Vergleich zur nicht-destabilisierten Probe 
(jeweils Lanes 7 - 9). Aufgrund der Bildung von Amadori-Produkten kommt es zu 
Veränderungen der molaren Massen der Caseinmonomere. Da sich eine hohe Anzahl 
unterschiedlich stark glykierter Proteine bilden kann, konnte mittels der verwendeten 
SDS-PAGE keine ausreichende Trennung mehr erreicht werden, weshalb die 
Monomerbanden verschwommen erscheinen. Es lässt sich aber dennoch erkennen, dass vor 
allem das αS2-Casein nicht mehr aus den glykierten Caseinmicellen freigesetzt wurde und 
somit am stärksten an den ablaufenden Reaktionen beteiligt war.  
Alle diskutierten Beobachtungen sprechen für eine deutlich höhere Stabilität der über 4 h bei 
100 °C mit Glucose glykierten Caseinmicellen gegenüber einer Behandlung mit dem 
Calciumkomplexbildner EGTA. Eine mögliche Ursache für die zunehmende Stabilität der 
Micellen könnte der mit andauernder Inkubationszeit steigende Oligomerisierungsgrad der 
micellaren Caseine sein (vgl. Abb. 54a). Allerdings kann darüber allein nicht der sprunghafte 
Stabilitätsanstieg zwischen den für 2 und 4 h erhitzten Glucose-Caseinmicellen erklärt 
werden. Bei Betrachtung der Verteilung der Oligo-, Tri-, Di- und Monomere in den 
4 h-Proben (Abb. 54b) lässt sich jedoch für die mit Glucose inkubierten micellaren Caseine 
ein Zusammenhang zwischen dem mit 62 % sehr hohen relativen Peakflächenanteil an 
Oligomeren und der Stabilität erkennen. Bei der Lactose-Probe mit einem Anteil von 18 % 
sowie 4 % in den ohne Zucker inkubierten Micellen ist der Oligomer-Gehalt hingegen 
deutlich niedriger. In Abb. 67 ist zusätzlich die Verteilung der Oligo-, Tri-, Di-, und 
Monomere in den Glucose-Micellen über den gesamten Inkubationsverlauf dargestellt.  
 
 
Abb. 67: Relative Peakflächenanteile der Monomere, Dimere, Trimere und Oligomere größer als 
Trimere in den für 0 - 4 h bei 100 °C erhitzten Glucose-Caseinmicellen; analysiert mittels GPC-UV 
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Ein sprunghafter Anstieg des Anteils der Oligomere ist dabei erst zwischen 2 und 4 h bei 
100 °C zu sehen. Dieser korreliert sehr gut mit dem beobachteten Stabilitätsverhalten der 
kolloidalen Partikel (vgl. Abb. 65c). 
Aus den Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass für das Stabilitätsverhalten der 
Caseinmicellen gegenüber einem Calciumentzug vor allem die Bildung von Oligomeren 
größer als Trimere von Bedeutung ist. Die Oligomere könnten dabei zwei verschiedene 
Wirkmechanismen haben. Sie könnten, wie bereits in Kapitel 4.4.3.2 diskutiert, zur 
Ausbildung siebartiger Strukturen führen, welche die Austauschbarkeit von Molekülen 
behindern. Denkbar wäre hier, dass das Micellinnere für den Komplexbildner EGTA nicht 
zugänglich ist oder das Calcium nicht nach außen gelangen kann und somit innerhalb der 
Caseinmicelle fixiert bleibt. Aufgrund der geringen Größe der beteiligten Moleküle, ist jedoch 
die Ausbildung eines stabilen Netzwerkes, welches das Calcium als Verknüpfungspunkte 
nicht mehr benötigt, wahrscheinlicher. Da bei einem Entzug des Calciums aus dem 
kolloidalen Calciumphosphat auch die entsprechenden Phosphatverbindungen nicht mehr für 
den micellaren Zusammenhalt zur Verfügung stehen, könnten durch die EGTA-Behandlung 
Micellen entstehen, die hauptsächlich nur noch aus einem vernetzten Caseinskelett aufgebaut 
sind. 
Um zu überprüfen, ob die mit Glucose glykierten und anschließend mit EGTA behandelten 
Caseinmicellen nicht nur hinsichtlich der Caseinfreisetzung stabil sind, sondern auch ihre 
Größe erhalten bleibt, wurden die Proben zusätzlich mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung 
untersucht. In Abb. 68 sind die erhaltenen Größenverteilungen der glykierten Proben im 
Vergleich zu den in Abwesenheit reduzierender Zucker inkubierten Ansätze graphisch 
dargestellt.  
 
 
Abb. 68: Anzahlgewichtete Größenverteilung der für 0 bis 4 h bei 100 °C erhitzten und anschließend 
mit 0 bis 27 mM EGTA destabilisierten Caseinmicellen a) ohne Zucker, b) mit 4,7 % Lactose und 
c) mit 4,7 % Glucose; bestimmt mittels DLS 
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In Abb. 68a lässt sich erkennen, dass die nicht-erhitzten micellaren Caseine ohne 
Zuckerzusatz bereits bei 4 mM EGTA nur noch in ihrer freien Form beziehungsweise als 
extrem kleine Partikel vorlagen. Somit bewirkte der Entzug der Hälfte des in den Micellen 
enthaltenen Calciums eine fast vollständige Dissoziation der kollodialen Partikel. Bei der 
äquimolaren EGTA-Konzentration war kaum noch eine Veränderung der Größenverteilung zu 
beobachten. Die für 4 h erhitzten Caseinmicellen zeigten den Zerfall erst bei 8 mM EGTA, 
wohingegen die mit 4 mM EGTA versetzten Proben die gleiche Größe aufwiesen wie die 
nicht-destabilisierten Proben. Hieraus lässt sich ableiten, dass die Bedeutung des kollodialen 
Calciumphosphats für die Micellstabilität beim Vorliegen von Proteinquervernetzungen sinkt. 
Auch bei den nicht-erhitzten Glucose-Micellen (Abb. 68c) konnte die vollständige 
Dissoziation der Partikel erst bei 8 mM EGTA beobachtet werden. Bei der halbäquimolaren 
EGTA-Konzentration zeigten die Caseinmicellen hingegen nur eine geringe Größenabnahme. 
Möglicherweise werden durch das Vorliegen der Zuckermoleküle bereits 
Wasserstoffbrückenbindungen ausgebildet und Saccharide somit in die Micellen eingebaut, 
wodurch der Verlust des Calciums zunächst ausgeglichen wird. Ähnliche schützende Effekte 
sind beispielsweise für Antikörper bekannt. Diese werden mit Hilfe von nicht-reduzierenden 
Sacchariden, wie Saccharose oder Trehalose, stabilisiert, indem sie zum einen die 
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Proteinmolekülen und zum anderen die 
Solvatisierung der Proteine erhöhen (u. a. Shimizu et al., 1994). Im Gegensatz zu allen 
anderen Proben blieben die für 4 h mit Glucose glykierten Caseinmicellen bezüglich ihrer 
Größe nahezu konstant. Selbst der mehr als dreifache EGTA-Überschuss führte hier zu keiner 
Veränderung der Partikelgrößenverteilung.  
Die nicht-erhitzten Lactose-Caseinmicellen (Abb. 68b) verhielten sich in ihrer 
Größenverteilung im Verlauf der Destabilisierung ähnlich wie die mit Glucose versetzten 
Partikel. Nach 4 h bei 100 °C ordneten sie sich in ihrem Verhalten zwischen den in 
Abwesenheit von Zuckern sowie in Gegenwart von Glucose inkubierten Proben ein, wodurch 
die Ergebnisse der Trübungsmessungen und des Anteils an extra-micellarem Casein bestätigt 
wurden. 
Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dass die Stabilität der Caseinmicellen 
gegenüber einem Calciumentzug mit zunehmender intra-micellarer Vernetzung steigt. 
Besonders die infolge einer Glykierung mit Glucose entstandenen Oligomere tragen 
entscheidend zu einem höheren Zusammenhalt der micellaren Caseine bei. Die gebildeten 
Proteinquervernetzungen scheinen dabei die Funktionen des kolloidalen Calciumphosphats 
als Verknüpfungspunkte zu übernehmen. 
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Ähnliche Ergebnisse erhielten auch Smiddy et al. (2006), Huppertz et al. (2007) und 
Partschefeld et al. (2007) für Caseinmicellen, die mittels mikrobieller Transglutaminase 
(mTG) intra-micellar vernetzt wurden. Diese zeigten nach der enzymatischen Vernetzung 
ebenfalls eine höhere Stabilität gegenüber einer Calcium-Komplexierung als die 
unbehandelten Vergleichsproben. Hierbei wurde davon ausgegangen, dass das entstandene 
Isopeptidnetzwerk die stabilisierende Rolle der Calcium-Phosphat-Brücken übernimmt. 
Weiterhin konnte Heber (2013) für stark mTG-vernetzte Caseinmicellen nachweisen, dass die 
micellare Struktur auch bei einer vollständigen Entcalcifizierung erhalten bleibt. 
 
4.4.5 Fazit 
Anhand der durchgeführten Studien konnte gezeigt werden, dass bei der Erhitzung von 
micellaren und nicht-micellaren Caseinen über 0 bis 4 h bei 100 °C unter nicht-oxidierenden 
Bedingungen in Gegenwart der reduzierenden Zucker Lactose und Glucose hauptsächlich die 
frühe Phase der Maillard-Reaktion abläuft. In Tab. 41 sind die analysierten Maillard-
Reaktionsprodukte zusammengefasst dargestellt. 
 
Tab. 41: Gehalte der quantifizierten Lysinderivate in den für 4 h bei 100 °C ohne Zucker erhitzten 
Caseinmicellen (CM) und Natrium-Caseinat-Proben (NaCas) sowie mit Lactosezusatz (Lac-CM, 
Lac-NaCas) und mit Glucosezusatz (Glc-CM, Glc-NaCas), angegeben in mmol/mol Lysin; n.n. - nicht 
nachweisbar 
 CM NaCas Lac-CM Lac-NaCas Glc-CM Glc-NaCas 
AP 3,4 ± 0,4 1,1 ± 0,1 50,3 ± 0,4 48,4 ± 0,6 174,0 ± 1,1 152,4 ± 14,0 
CML  n.n. n.n. 2,16 ± 0,09 3,10 ± 0,03 1,81 ± 0,02 2,47 ± 0,10 
Pyrralin  n.n. n.n. 1,72 ± 0,12 0,78 ± 0,07 4,13 ± 0,14 1,62 ± 0,06 
GOLD  n.n. n.n. 0,005 ± 0,001 0,020 ± 0,001 0,006 ± 0,001 0,007 ± 0,001 
Pentosidin  n.n. n.n. n.n. 0,014 ± 0,004 0,025 ± 0,001 0,048 ± 0,003 
LAL  11,6 ± 0,2 13,8 ± 0,1 8,2 ± 0,2 7,8 ± 0,1 10,3 ± 0,3 11,3 ± 0,3 
∑ Lysin- 
modifikation 
15,2 ± 0,6 15,1 ± 0,1 62,4 ± 3,2 60,0 ± 0,9 189,0 ± 0,6 170,0 ± 8,8 
 
Wie sich erkennen lässt, liegen die Gehalte der Amadori-Produkte (AP) N
ε
-Lactosyllysin und 
N
ε
-Fructosyllysin um ein Vielfaches über den Gehalten der anderen analysierten 
Reaktionsprodukte und bestimmen maßgeblich die Gesamtlysinmodifizierung. Diese ergibt 
sich aus der Summe aller untersuchten Lysin-Derivate. Als Bezugsgröße diente der 
Ausgangsgehalt des Lysins in den nicht-inkubierten Proben, der sich aus unmodifiziertem und 
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modifiziertem Lysin zusammensetzt. Die frühe Phase der Maillard-Reaktion läuft dabei 
sowohl in den micellaren als auch in den nicht-micellaren Caseinen in gleicher Weise ab. Das 
Ausmaß ist jedoch abhängig vom verwendeten Zucker, sodass in Anwesenheit von Glucose 
eine deutlich höhere Amadori-Produktbildung zu verzeichnen war als mit Lactose. Allgemein 
lässt sich somit feststellen, dass die räumliche Anordnung der Caseine keinen Einfluss auf den 
Verlauf der frühen Maillard-Reaktion hat, da die reaktiven Stellen auch in den Caseinmicellen 
für die Zuckermoleküle zugänglich sind.  
Für die in geringerem Ausmaß ablaufende AGE-Bildung und insbesondere für Maillard-
induzierte Oligomerisierungsreaktionen ist die micellare Struktur der Caseine jedoch von 
großer Bedeutung. So zeigte sich für das AGE N
ε
-Carboxymethyllysin eine geringere Bildung 
in den Caseinmicellen im Vergleich zum Natrium-Caseinat, während das AGE Pyrralin in den 
micellaren Partikeln stärker gebildet wurde als in den freien Caseinen. Weiterhin konnten 
auch hier zuckerabhängige Unterschiede festgestellt werden. Eine Inkubation in Gegenwart 
von Lactose bewirkte eine etwas höhere CML-Bildung, wohingegen Glucose die 
Pyrralin-Bildung verstärkte. Da Pyrralin eine Indikatorsubstanz für die Bildung von 
3-Desoxyglucoson (3-DG) darstellt, kann davon ausgegangen werden, dass die micellare 
Struktur die 3-DG-Bildung fördert und somit verstärkt 3-DG-Folgeprodukte gebildet werden 
können. Die Maillard-induzierten Proteinquervernetzungsprodukte Glyoxal-Lysin-Dimer und 
Pentosidin konnten auch nach vierstündiger Erhitzung in den Inkubationsansätzen nur in 
geringen Mengen bis maximal 48 µmol/mol Lysin detektiert werden, wobei die Natrium-
Caseinat-Proben geringfügig höhere Gehalte aufwiesen. In deutlich höheren Konzentrationen 
wurde hingegen mit 7,8 - 11,3 mmol/mol Lysin das zuckerunabhängig gebildete 
Vernetzungsprodukt Lysinoalanin analysiert. Untersuchungen mittels Gelpermeations-
chromatographie zeigten jedoch, dass irreversible Proteinquervernetzungen mit 
Oligomerisierungsgraden zwischen 50 und 84 %, die im Zuge der Glykierung entstehen, 
quantitativ von größerer Bedeutung sind. Insbesondere bei den Glucose-Proben förderte die 
micellare Struktur den Polymerisationsprozess, sodass hauptsächlich Oligomere detektiert 
werden konnten. Neben den untersuchten Proteinquervernetzungsprodukten könnte es vor 
allem zur Bildung der aus Glucose bzw. 3-DG abgeleiteten Lysin-Argin-Addukte Glucosepan 
und DODIC gekommen sein. Aufgrund der starken Braunfärbung der isolierten 
Glucose-Caseinmicellen kann weiterhin eine ausgeprägte Melanoidin-Bildung vermutet 
werden. Diese könnte wiederum durch eine verstärkte 3-DG-Bildung gefördert werden, indem 
3-DG zu 5-Hydroxymethylfurfural (HMF) abgebaut wird und dieses mit sich selbst Dimere 
bildet. HMF-Dimere gelten wiederum als Bausteine von Glucose-basierten Melanoidinen 
(Nikolov & Yaylayan, 2011). 
  4 Ergebnisse und Diskussion 
207 
 
Trotz der zum Teil sehr starken Oligomer-Bildung konnte auch bei den erhitzten und 
glykierten Caseinmicellen keine Veränderung der hydrodynamischen Durchmesser 
beobachtet werden. Dies wurde mit Hilfe rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen 
bestätigt. Somit kann von einer weitgehend intra-micellaren Proteinquervernetzung 
ausgegangen werden. Neben einem stabileren Erscheinungsbild insbesondere der mit Glucose 
für 4 h bei 100 °C erhitzten Caseinmicellen, bewirkten vor allem die in Form von Oligomeren 
größer als Trimere entstandenen intra-micellaren Quervernetzungen eine höhere Stabilität 
gegenüber einem Calciumentzug. So zeigten diese Micellen auch infolge einer Behandlung 
mit dem Calcium-Komplexbildner EGTA keine Dissoziationsreaktionen. Daraus kann 
geschlussfolgert werden, dass intra-micellare Oligomervernetzungen die Funktion des 
kolloidalen Calciumphosphats für den Zusammenhalt der Caseinmonomere in den micellaren 
Partikeln ersetzen können. Ein Einbau von reduzierenden Zuckern in die micellare Struktur 
erhöht folglich die Stabilität der Caseinmicellen im Vergleich zu den nicht-glykierten 
Micellen.  
Aus diesen Erkenntnissen lassen sich zum einen interessante Anwendungsperspektiven, wie 
beispielsweise eine Verwendung der glykierten Micellen als natürliche Nanovehikel für 
Pharmazeutika oder bioaktive Substanzen, ableiten. Zum anderen können anhand des 
Verhaltens der micellaren Caseine während der Glykierung weitere Details bezüglich der 
Caseinmicellstruktur abgeleitet werden. Der Aufbau der Caseinmicellen ist, wie in Kapitel 
2.4.1 erwähnt, bis heute nicht vollständig geklärt. Im Laufe der Zeit haben sich jedoch 
verschiedene Modellvorstellungen über den Aufbau der natürlichen Nanovehikel entwickelt, 
die sich in drei Gruppen zusammenfassen lassen: das Coat-Core-Modell (Kapitel 2.4.1.1), das 
Submicell-Modell (Kapitel 2.4.1.2) sowie das Internal-Structure-Modell (Kapitel 2.4.1.3). 
Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass sowohl in micellaren als auch in 
nicht-micellaren Caseinen in Gegenwart reduzierender Zucker vorrangig die frühe Phase der 
Maillard-Reaktion abläuft. Da das Ausmaß der Amadori-Produkt-Bildung in beiden 
Caseinformen nahezu identisch war, muss in den Caseinmicellen eine vergleichbare 
Proteinoberfläche für die Zuckermoleküle zugänglich sein wie in den nicht-micellaren 
Caseinen. Das Eindringen der Zucker in die Micellen könnte über die von Dalgleish (2011) 
vorgeschlagenen Wasserkanäle erfolgen. Denkbar wäre, dass die hydrophilen Moleküle 
während der frühen Phase der Maillard-Reaktion zunächst vor allem in den hydrophilen 
Bereichen und somit vor allem in der Nähe der Wasserkanäle reagieren. Eine Glykierung in 
diesen Regionen würde zu einer zusätzlichen Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen 
und dadurch zur Stärkung der hydrophilen Wechselwirkungen führen. Amadori-Produkt-
Bildungen in hydrophoben Bereichen der Caseinmicellen würden hingegen eine Schwächung 
der hydrophoben Wechselwirkungen und damit einen Zerfall der Micellen bewirken. Ein 
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Zerfall der kolloidalen Partikel im Zuge der Maillard-Reaktion konnte jedoch nicht 
beobachtet werden. Ausgehend von den mittels SDS-PAGE erhaltenen Ergebnissen, ist eine 
bevorzugte Reaktion mit αS2-Casein sehr wahrscheinlich. Neben dem sehr hohen Lysingehalt 
weist das Protein die hydrophilsten Eigenschaften unter den Caseinen auf und könnte somit 
eine zentrale Rolle bei der Entstehung des Wasserkanal-Netzwerkes einnehmen. Im weiteren 
Verlauf der Maillard-Reaktion könnten in dehydratisierteren Bereichen gebildete Dicarbonyle 
eventuell noch tiefer in die micellare Struktur eindringen, sodass die späte Phase zunehmend 
auch in umliegenden, hydrophoberen Regionen abläuft. Dies könnte ursächlich für die 
beobachtete unterschiedliche Pyrralin-Bildung in den Caseinmicellen und den nicht-
micellaren Caseinen sein. Weiterhin würde es eine Beteiligung aller Caseine an den Maillard-
induzierten Proteinquervernetzungen begründen. In Abwesenheit von Zuckern läuft die 
Vernetzung über die Crosslink-Aminosäure Lysinoalanin hingegen, entsprechend der 
Ergebisse der SDS-PAGE, hauptsächlich am αS2-Casein ab. Das αS2-Casein weist die meisten 
Phosphoserinreste auf und kann somit potentiell am stärksten über LAL vernetzten. Wie in 
Kapitel 4.4.3.1 erläutert, ist das β-Casein dagegen an den ausschließlich hitzeinduzierten 
Vernetzungsreaktionen weniger stark beteiligt. Es kann jedoch vermutet werden, dass es als 
amphiphiles Molekül zwischen den hydrophilen und hydrophoberen Bereichen lokalisiert ist. 
Ausgehend von den in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnissen konnten keine 
Hinweise auf das Vorliegen von Submicellen gefunden werden. Weder eine Erhitzung in 
An- oder Abwesenheit reduzierender Zucker, noch eine Destabilisierung mit dem Calcium-
Komplexbildner EGTA bewirkte einen Zerfall in kleinere Proteinaggregate. Stattdessen stieg 
infolge dieser Behandlungen lediglich der Anteil an extra-micellaren, freien Caseinen an. 
Auch die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen lieferten keine Anhaltspunkte für die 
Existenz von Submicellen. Auch für eine Unterteilung der Micellen nach dem Coat-Core-
Modell in einen Kern und eine Schale lieferten die Ergebnisse keine Hinweise, da 
insbesondere im späteren Verlauf der Glykierung alle Caseine an den Vernetzungsreaktionen 
beteiligt waren. 
Auf der Grundlage der durchgeführten Studien erscheint somit das Internal-Structure-Modell 
als das Wahrscheinlichste. Dieses beschreibt die Micelle als ein Netzwerk aus Caseinen, 
deren Zusammenhalt über hydrophobe Wechselwirkungen erfolgt und deren negative 
Ladungen der Phosphoserinreste durch die Ausbildung von Calcium-Phosphat-Nanoclustern 
kompensiert werden. Nach Dalgleish (2011) wird das Modell um Wasserkanäle innerhalb der 
Micelle ergänzt, wodurch sich eine schwammartige innere Struktur ergibt. Vor allem 
αS2-Casein scheint an der Ausbildung der Wasserkanäle beteiligt zu sein. β-Casein könnte 
sich als Verknüpfungspunkt zwischen den hydrophilen und hydrophoben Regionen befinden 
und dadurch die Wasserkanäle zusätzlich stabilisieren. 
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5 Ausblick 
Die Charakterisierung der Caseinmicellen der verschiedenen Säugetiere hat gezeigt, dass sich 
die Micelleigenschaften, in Abhängigkeit der taxonomischen Einordnung der Arten, 
voneinander unterscheiden. Da die Milchproben der einzelnen Tierarten jeweils als 
Sammelprobe von einem Hof bezogen wurden und somit der gleiche Genpool sowie gleiche 
Fütterungs- und Umgebungsbedingungen vorlagen, sollten zur Erweiterung der Datenlage in 
nachfolgenden Untersuchungen Proben hinzugezogen werden, die sich sowohl hinsichtlich 
des Genpools, der Fütterungs- und Umgebungsbedingungen als auch hinsichtlich der Rasse 
unterscheiden. Darüber könnten allgemeingültigere Aussagen zum tierartspezifischen Aufbau 
der Caseinmicellen getroffen werden. Zusätzliche Erkenntnisse hierzu könnten zudem 
Destabilisierungsexperimente, die neben der Calciumbindung weitere Wechselwirkungskräfte 
beeinflussen, liefern. In Betracht kommen könnten beispielsweise eine Destabilisierung der 
Caseinmicellen durch eine pH-Wert-Absenkung, eine Behandlung mit organischen 
Lösungsmitteln oder auch der Einfluss von Hochdruck. Hierzu gibt es in der Literatur bereits 
verschiedene Untersuchungen (Horne, 1984; Banon & Hardy, 1992; Needs et al., 2000; 
O’Connell et al., 2001; Huppertz et al., 2004), die sich jedoch ausschließlich auf die bovinen 
Partikel beziehen. 
Die Beladung der Caseinmicellen einzelner Tierarten (Schaf, Stute, Esel) mit 
Hühnereiweißlysozym (HEWL) hat in orientierenden Studien am Beispiel von Bacillus 
subtilis eine verbesserte antibakterielle Wirksamkeit im Vergleich zu den nativen, kolloidalen 
Partikeln gezeigt. Um diese Beobachtungen zu bestätigen, sollten die Experimente mit 
weiteren Bakterienkulturen durchgeführt werden. Im Hinblick auf perspektivische 
Anwendungen im Bereich der Mundhygiene könnte dabei ein besonderes Augenmerk auf die 
Wirksamkeit gegen den Karieserreger Streptococcus mutans gelegt werden. Lysozym ist 
natürlicherweise in Speichel enthalten und gilt dort als das am besten schützende Enzym in 
der Pellikelschicht auf der Zahnoberfläche (Hannig & Hannig, 2009). Vor allem bei Personen 
mit reduzierter Speichelflussrate, zum Beispiel infolge einer Tumortherapie, ist die 
Ausbildung der Pellikel jedoch gestört, wodurch ein erhöhtes Kariesrisiko besteht. Eine 
Anreicherung der Pellikel mit Lysozym mit Hilfe HEWL-haltiger Zahnpasten oder 
Mundwässer konnte bislang nicht erreicht werden (Hannig & Hannig, 2009). Vacca Smith & 
Bowen (2000) konnten jedoch eine Anlagerung von Caseinmicellen in der Pellikelschicht auf 
Modellzahnoberflächen aus Hydroxylapatit nachweisen. Gleichzeitig wurde eine verminderte 
Bindung von S. mutans beobachtet. Verantwortlich hierfür zeigte sich insbesondere die 
Anheftung des κ-Caseins an das Hydroxylapatit. Auch Wernersson et al. (2006) beobachteten 
beim Kontakt Speichel überzogener Zahnplättchen mit Humanmilch eine Reduktion der 
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Anhaftung von S. mutans. Vor allem die Caseine, Lactoferrin und Lysozym sowie IgA und 
IgG konnten dabei in der in situ-Pellikel nachgewiesen werden. Diese Proteine wurden in der 
vorliegenden Arbeit als Bestandteile der humanen Caseinmicellen bestimmt, weshalb die 
verminderte Bindung der Bakterien ebenfalls auf die micellaren Partikel zurückgeführt 
werden kann. Mit Hilfe der HEWL-beladenen Caseinmicellen könnte somit zum einen die 
Anheftung der Bakterien verringert und zum anderen zusätzlich deren Wachstum gehemmt 
werden. Das protektive Potential der Micellen der verschiedenen Säugetiere auf die 
Zahngesundheit könnte über Anflutungsversuche an zahnähnliche Hydroxylapatitplättchen 
untersucht werden.  
Einen interessanten Aspekt stellt zudem der synergistische Effekt von Lactoferrin auf die 
antibakterielle Wirkung des Lysozyms dar (Ellison & Giehl, 1991). Demnach bewirkt 
Lactoferrin bei gram-negativen Bakterien eine Öffnung der Poren in der Zellmembran, 
wodurch Lysozym in die Bakterien eindringen und somit deren Wachstum verhindern kann. 
Anema & de Kruif (2011, 2013) konnten bereits zeigen, dass bovine Caseinmicellen mit 
Lactoferrin angereichert werden können. Die Anlagerung des Lactoferrins erfolgte dabei auf 
der Oberfläche der Partikel. Denkbar wäre somit die gleichzeitige Beladung der 
Caseinmicellen mit Lysozym und Lactoferrin und daraus abgeleitet eine antibakterielle 
Wirkung sowohl gegen gram-positive als auch gegen gram-negative Bakterien.  
Die Glykierungsstudien an Caseinmicellen haben ergeben, dass die Maillard-Reaktion und 
insbesondere Proteinquervernetzungsreaktionen aufgrund der Vorstrukturierung der 
kolloidalen Partikel verglichen mit nicht-micellaren Caseinen gerichteter ablaufen. Genauere 
Untersuchungen zu den Reaktionsorten der reduzierenden Zucker in den Proteinen könnten 
weitere Hinweise zum micellaren Aufbau liefern. Dies könnte beispielsweise mit markierten 
Zuckern und einem anschließenden „peptide mapping“ erfolgen. Der Nachweis der 
Ungleichverteilung des Wassers in den Caseinmicellen konnte bislang nicht abschließend 
erbracht werden. Eine Möglichkeit hierzu könnte der Einsatz von Cryo-Techniken bieten. Im 
schockgefrosteten Zustand könnten die Micellen in dünne Scheiben geschnitten und diese 
mittels Cryo-Rasterelektronenmikroskopie (Cryo-REM) betrachtet werden. Im Vergleich zur 
REM bei Raumtemperatur, hat die Cryo-REM den Vorteil, dass das in den Proben enthaltene 
Wasser nicht entfernt werden muss und somit ein noch exakteres Bild der Caseinmicellen 
gezeigt werden könnte. Zusätzlich zu strukturellen Veränderungen, insbesondere im Inneren 
der Caseinmicellen, werden durch die Glykierung vor allem auch die funktionellen 
Eigenschaften der Partikel beeinflusst. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass die 
Micellen eine deutlich höhere Stabilität gegenüber einem Calciumentzug aufwiesen. Im 
Hinblick auf die Anreicherung der Caseinmicellen mit bioaktiven Substanzen, könnte die 
erhöhte Stabilität zudem eine verbesserte Beladungskapazität ermöglichen. Hierzu sollte im 
  5 Ausblick 
211 
 
Vorfeld jedoch der Einfluss der Glykierung auf weitere Wechselwirkungskräfte in den 
Caseinmicellen untersucht werden. 
Da sich für perspektivische Anwendungen als Nanocarrier insbesondere der Einsatz humaner 
Caseinmicellen als schwierig gestaltet, sollte zudem die Herstellung artifizieller 
Caseinmicellen aus bovinen Caseinen in Betracht kommen. In der Literatur wurden zum 
Nachbau boviner Micellen bereits Experimente durchgeführt. Aufgrund der Komplexität der 
kolloidalen Partikel konnten bislang allerdings keine Caseinmicellen mit den gleichen 
Eigenschaften der nativen Micellen erzeugt werden. Als neuer Ansatz könnte jedoch weniger 
die exakte Nachahmung der nativen Partikel, sondern vielmehr die Modellierung 
maßgeschneiderter Casein-Nanopartikel im Vordergrund stehen. In ersten Untersuchungen im 
Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Franka Seehagen (Seehagen, 2014) 
konnte gezeigt werden, dass in Anlehnung an eine Methode von Schmidt et al. (1977) die 
Herstellung artifizieller Caseinmicellen aus bovinem Natrium-Caseinat möglich ist. Die 
artifiziellen Micellen zeigten dabei einen etwas geringeren hydrodynamischen Durchmesser 
im Vergleich zu nativen bovinen Caseinmicellen (Abb. 69). Durch den Zusatz einzelner 
Caseine konnte eine Modifizierung der Micellgröße erreicht werden. Während ein 
αS-Caseinzusatz den hydrodynamischen Durchmesser nicht beeinflusste, bewirkte 
zusätzliches κ-Casein eine deutliche Verkleinerung der micellaren Partikel. Beim Zusatz von 
β-Casein zeigte sich hingegen eine Vergrößerung der Caseinmicellen. Somit lassen sich die 
Erkenntnisse zur größenabhängigen Proteinzusammensetzung nativer boviner Micellen auch 
auf die artifiziellen Micellen übertragen. Deutlich größere Variationsmöglichkeiten könnten 
durch den Einsatz von Einzelcaseinen anstatt des Natrium-Caseinats erreicht werden. Denkbar 
wäre eine Modellierung von Caseinmicellen nach einem Baukasten-Prinzip, welche durch den 
zusätzlichen Einsatz verschiedener Reaktionen wie enzymatische oder nicht-enzymatische 
Proteinvernetzungen weiter modifiziert werden könnten. 
 
 
Abb. 69: Anzahlgewichtete Größenverteilung artifizieller Caseinmicellen aus reinem bovinen 
Natrium-Caseinat (NaCas) sowie mit Zusatz von bovinem αS-, β- oder κ-Casein im Vergleich zu 
isolierten nativen, bovinen Caseinmicellen (CM); bestimmt mittels DLS 
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6 Zusammenfassung 
Caseinmicellen (CM) kommen in der Milch von Säugetieren vor und dienen der Versorgung 
des Neugeborenen vor allem mit Calcium und Phosphor sowie Aminosäuren. In Abhängigkeit 
von der Tierart zeigen die natürlichen micellaren Nanopartikel unterschiedliche Größen und 
Zusammensetzungen. Konsequenzen für den Aufbau und die Stabilität der Micellen wurden 
daraus bislang allerdings nicht abgleitet. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher 
zunächst die Caseinmicellen der wiederkäuenden Paarhufer Kuh, Büffel, Schaf, Ziege und 
Kamel, der nicht-wiederkäuenden Unpaarhufer Stute und Esel sowie des Menschen näher zu 
charakterisieren. Daraus sollten anschließend orientierende Erkenntnisse zum Zusammenhalt 
des micellaren Verbands abgeleitet werden. Weiterhin ist bereits bekannt, dass bovine 
Caseinmicellen mit dem antimikrobiellen Enzym Lysozym beladen werden können. Für 
Caseinmicellen anderer Tierarten liegen diesbezüglich jedoch keine Daten vor und auch über 
die Wirksamkeit Lysozym-beladener Micellen sind keine Informationen verfügbar. Aufgrund 
der tierartspezifischen Eigenschaften der Caseinmicellen stellte sich die Frage, ob sich 
hierdurch Auswirkungen auf die Fähigkeit zur Aufnahme des Lysozyms ergeben sowie die 
antibakterielle Aktivität durch die Micellassoziation beeinflusst wird. Neben diesen Aspekten 
war ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit, den Einfluss der Glykierung auf die Struktur 
und Stabilität der micellaren Partikel, am Beispiel von bovinen Caseinmicellen, zu 
untersuchen. 
 
Charakterisierung der Caseinmicellen verschiedener Säugetiere 
1. Mit Hilfe der Ultrazentrifugation konnten die CM effektiv von Molkenproteinen und 
Lactose abgetrennt werden. Durch die Bestimmung der Salzzusammensetzung 
druckfiltrierter Molke gelang es, tierartspezifische synthetische Milchultrafiltrate 
(SMUF) herzustellen. Diese ermöglichten die Resuspension der isolierten micellaren 
Partikel, die zur weiteren Charakterisierung notwendig war. 
2. Untersuchungen der hydrodynamischen Durchmesser mittels dynamischer 
Lichtstreuung zeigten, dass die CM der Nicht-Wiederkäuer Stute und Esel mit 
250 - 310 nm deutlich größer waren als die der Wiederkäuer Kuh, Büffel, Schaf und 
Ziege mit 160 - 230 nm. Die Micellen aus der Milch des Kamels, welches ebenfalls 
wiederkäut, nach taxonomischer Einteilung aber nicht zu dieser Gruppe zählt, wiesen 
vergleichbare Größen auf wie die equinen Micellen. Die humanen CM waren mit 
36 - 73 nm die kleinsten unter den betrachteten Milcharten. 
3. Nach Etablierung einer Methode für die Rasterelektronenmikroskopie (REM), konnten 
anhand unterschiedlicher Oberflächenstrukturen für einige Tierarten Hinweise 
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hinsichtlich einer größen- und κ-Casein-abhängigen Ausbildung von 
κ-Casein-‚bunches‘ oder einer ‚hairy layer‘ an der  berfläche der kolloidalen Partikel 
erhalten werden. Für die CM aus Kamel- und Stutenmilch konnte dieser 
Zusammenhang nicht gezeigt werden.  
4. Die Bestimmung der Proteinzusammensetzung zeigte, dass in den CM alle Caseine 
vorhanden sind, die für die gesamte Milch beschrieben werden. In den micellaren 
Partikeln von Stute und Esel konnte zudem das zu den Molkenproteinen zählende 
antimikrobielle Lysozym detektiert werden. Die humanen Micellen enthielten neben 
Lysozym große Mengen des ebenfalls antibakteriellen Proteins Lactoferrin. 
5. Anhand der Aminosäurezusammensetzung der micellaren Proteine konnte abgeleitet 
werden, dass bei allen Tierarten vor allem Phosphoserin sowie die hydrophoben 
Aminosäuren maßgeblich am Aufbau der CM beteiligt sein dürften. Hierbei wurden 
jedoch tierartspezifische Unterschiede festgestellt. Bei den Wiederkäuern wurde eine 
besonders starke Assoziation der Caseinmonomere über Phosphoserincluster vermutet, 
während bei den Nicht-Wiederkäuern und insbesondere bei den humanen CM auch 
hydrophobe Wechselwirkungen eine entscheidende Rolle spielen.  
6. Calcium und anorganischer Phosphor konnten als die bedeutendsten micellaren Salze 
identifiziert werden, wobei ein linearer Zusammenhang zwischen diesen besteht. Die 
CM von Stute und Esel wiesen mit zirka 40 mmol/100 g CM die höchsten Gehalte auf. 
Aufgrund des geringeren Phosphoserinanteils ist jedoch nicht von einer größeren 
Anzahl an Calcium-Phosphat-Nanoclustern auszugehen. Vielmehr wurde vermutet, 
dass sich diese in ihrer Größe von denen der Wiederkäuer unterscheiden könnten. 
Humane Micellen wiesen deutlich niedrigere Mineralstoffgehalte auf, weshalb die 
Bedeutung der elektrostatischen Wechselwirkungen für die Verknüpfung der 
Caseinmonomere geringer sein dürfte als bei den weiteren untersuchten Tierarten.  
7. In Bezug auf die Stabilität gegenüber einer Calciumkomplexierung mit Ethylenglycol-
bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsäure (EGTA) unterschieden sich die CM 
der Tiere sehr deutlich voneinander. Instabile Micellen zeichneten sich durch eine 
starke Abnahme der Trübung, eine Zunahme des extra-micellaren Caseins sowie eine 
frühe Verkleinerung des hydrodynamischen Durchmessers aus. Die kolloidalen 
Partikel der Wiederkäuer erwiesen sich im Vergleich zu den Nicht-Wiederkäuern als 
instabiler. Die Wechselwirkungskräfte zwischen den Caseinmonomeren in den 
humanen Micellen wurden durch den EGTA-Zusatz am wenigsten beeinflusst. Für die 
Caseinmicellstabilität ergab sich daher die folgende Reihenfolge: 
Kuh << Büffel < Ziege < Schaf < Kamel = Stute < Esel < Mensch.  
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Ausgehend von den ermittelten Ergebnissen konnten Erkenntnisse zum Caseinmicellaufbau 
verschiedener Säugetiere abgeleitet werden, wobei eine Einteilung der Micelleigenschaften 
entsprechend der taxonomischen Einordnung der Tierarten möglich war. Für die Wiederkäuer 
wurde ein bevorzugter Zusammenhalt über Calcium-Phosphat-Nanocluster vermutet. Die 
Assoziation der Caseine in den Nicht-Wiederkäuermicellen erfolgt neben den Calcium-
Phosphat-Nanoclustern zusätzlich bevorzugt über hydrophobe Wechselwirkungen. 
Insbesondere bei den humanen CM zeigte sich eine verstärkte Assoziation der 
Caseinmonomere über hydrophobe Wechselwirkungen und eine geringe Wichtung der 
Calcium-Phosphat-Nanocluster für die Micellstabilität. Die Eigenschaften der Kamelmilch-
micellen ähnelten eher denen der Stutenmilchmicellen als denen anderer Wiederkäuer. 
 
Beladung der Caseinmicellen verschiedener Säugetiere mit Hühnereiweißlysozym (HEWL) 
8. Es konnte gezeigt werden, dass die CM aller untersuchten Tierarten mit 
Hühnereiweißlysozym beladen werden können. Hinsichtlich der Stabilität der CM 
sowie der Aufnahmekapazität wurden jedoch tierartspezifische Unterschiede 
festgestellt. Allgemein konnten die CM aus Wiederkäuer- und aus Humanmilch als 
stabiler beschrieben werden. Die CM der Wiederkäuer wiesen als Folge eines HEWL-
Zusatzes von 1 mg HEWL/mL mit 0,5 - 0,7 mg micellares HEWL/mL die höchsten 
Gehalte auf. Die Bindung des Lysozyms erfolgte im Inneren der Micellen. 
9. Die lytische Enzymaktivität des HEWL in vitro veränderte sich infolge der 
Micellbindung für die meisten untersuchten Tierarten im Vergleich zu frei 
vorliegendem HEWL nicht. Für die antibakterielle Wirksamkeit gegenüber Bacillus 
subtilis wurden hingegen Unterschiede zwischen den verschiedenen Tierarten 
beobachtet. Für die HEWL-haltigen CM von Büffel und Ziege ergaben sich die 
gleichen Wachstumsverzögerungen wie bei freiem HEWL in SMUF. Im Gegensatz 
dazu wurde die bakteriostatische Wirkung durch die HEWL-Micellen von Kuh, Kamel 
und Mensch inhibiert, durch die von Schaf, Stute und Esel hingegen verstärkt.  
 
Glykierungsreaktionen in bovinen Caseinmicellen 
10. Es konnte gezeigt werden, dass bei der Erhitzung von micellaren und nicht-micellaren 
Caseinen für 0 - 4 h bei 100 °C unter nicht-oxidierenden Bedingungen in Gegenwart 
der reduzierenden Zucker Lactose und Glucose hauptsächlich die frühe Phase der 
Maillard-Reaktion abläuft. Die Bildung der Amadori-Produkte, als Indikatoren für die 
frühe Phase der Maillard-Reaktion, erfolgte dabei in den Caseinmicellen und im 
nicht-micellaren Natrium-Caseinat (NaCas) in gleichem Maße. Hieraus wurde eine 
ähnliche Zugänglichkeit der reaktiven Aminosäureseitenketten in den micellaren und 
nicht-micellaren Caseinen geschlussfolgert.  
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11. Signifikante Unterschiede konnten hinsichtlich der Produktbildung der späten Phase 
der Maillard-Reaktion (AGEs) beobachtet werden. Während N
ε
-Carboxymethyllysin 
(CML) im NaCas in höheren Gehalten detektiert wurde, trat in den CM eine verstärkte 
Pyrralin-Bildung auf. Zudem bewirkte eine Inkubation in Gegenwart von Lactose eine 
bevorzugte CML-Bildung, wohingegen mit Glucose Pyrralin in höheren Mengen 
gebildet wurde. 
12. Die Maillard-induzierten Proteinquervernetzungsprodukte Glyoxal-Lysin-Dimer und 
Pentosidin wurden im Vergleich zum zuckerunabhängig gebildeten Lysinoalanin in 
deutlich geringeren Gehalten erfasst. Die hohen Oligomerisierungsgrade zwischen 
50 und 84 %, zeigten jedoch, dass die Proteinquervernetzungen, die im Zuge der 
Glykierung entstehen, quantitativ von größerer Bedeutung sind. Insbesondere bei den 
Glucose-Proben förderte die micellare Struktur den Polymerisationsprozess, sodass 
hauptsächlich Oligomere detektiert wurden. 
13. Trotz der zum Teil sehr starken Oligomer-Bildung konnte auch bei den für 4 h 
erhitzten und glykierten Caseinmicellen keine Veränderung der hydrodynamischen 
Durchmesser beobachtet werden. REM-Aufnahmen bestätigten diese Beobachtungen, 
weshalb von einer weitgehend intra-micellaren Proteinquervernetzung ausgegangen 
werden kann. Die Aufnahmen zeigten zudem ein stabileres Erscheinungsbild der 
glykierten CM verglichen mit den CM, die ohne Zucker erhitzt wurden. 
14. Insbesondere bei den für 4 h bei 100 °C in Gegenwart von Glucose erhitzten CM 
bewirkte die intra-micellare Ausbildung von Oligomeren eine höhere Micellstabilität 
gegenüber einem Calciumentzug mit EGTA. Daraus wurde geschlussfolgert, dass 
intra-micellare Oligomere die Funktion des kolloidalen Calciumphosphats für den 
Zusammenhalt der Caseinmonomere in den micellaren Partikeln ersetzen können. Ein 
Einbau von reduzierenden Zuckern in die micellare Struktur erhöht folglich die 
Stabilität der Caseinmicellen im Vergleich zu nicht-glykierten Micellen. 
Die vorliegenden Untersuchungen deuten darauf hin, dass die hydrophilen Zuckermoleküle 
über die von Dalgleish (2011) vorgeschlagenen Wasserkanäle in die CM eindringen und die 
frühe Phase der Maillard-Reaktion anschließend vor allem in diesen Regionen, bevorzugt am 
αS2-Casein, erfolgt. Die weiteren Phasen der Maillard-Reaktion könnten dann, durch ein 
tieferes Eindringen der reaktiven Komponenten, zunehmend auch in dehydratisierteren 
Bereichen ablaufen. Dies könnte eine unterschiedliche AGE-Bildung bewirken und zudem die 
Beteiligung aller Caseine an Maillard-induzierten Proteinquervernetzungen begründen. Die in 
dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse unterstützen somit die Vorstellungen des Internal 
Structure Modells. 
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